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(Institut d’Hygiéne et de Bactériologie 
de LUniversité de (Etat, a Gand.) 


« En science, sil est parfois facile de démontrer qu'une 
chose existe, il est plus difficile de prouver quelle n’existe 


pas ». 
J. BorvET [22]. 


Dans un récent mémoire [44], dont le dernier chapitre s’in- 
titule « Critiques adressées par M. Bessemans 8 la conceplion 
du cycle évolutif du virus syphilitique », Levaditi, Vaisman, 
M#es Schoen et Manin, en collaboration avee Paic, Haber et 
Constantinesco, examinent notre opinion sur l’hypothése de 
existence d’une forme invisible de l’agent étiologique de la 
syphilis, celle-ci constituant, dans leur esprit, l’aboutissant 
d’une série de transformations, d’ot pourrait nailre la forme 
tréponémique, dite végétative [25 a 39). 

Nous désirons nous éclairer le mieux possible sur ce pro- 
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bléme, et toujours nous avons tachéde n’omeltre de ciler aucun 
des travaux qui s’en occupent, surtout aucun de ceux de nos 
collegues prénommés. Néanmoins, ceux-ci estiment qu’ « il 
n’est pas de plus résolu adyersaire » que l'un de nous. Is Jui 
reprochent d’avoir « passé sous silence » leurs constatations 
microscopiques et de « préférer innover, au lieu de souscrire » 
a leur théorie. Bien plus, M. Bessemans aurait qualifié d’ « évé- 
nements » les résultats expérimentaux qui l’ont fait changer 
d’avis! Et, « chaque fois que l’occasion se présente », il « pro- 
clame l’inanité de ’hypothése d'un cycle évolutif du germe » 
syphilitique! 

Nous ne nous attarderons pas & des polémiques de forme. 
Mais nous essayerons de réfuter les objections de fond qui nous 
sont faites, renvoyant le lecteur, pour les détails complémen- 
taires, aux publications rappelées a la fin de cette réplique. 


a 


La notion de la présence, dans les ganglions syphilisés du 
Japin, d’un « élément virulent qui leur est propre, et qui se 
caractérise par une vitalilé particuliérement prononcée », nous 
donna l’espoir, il est vrai, de pouvoir identifier ce germe avec 
la prétendue forme invisible. Mais nous avons dt y renoncer. 
Car, nous avions beau relire la littérature et multiplier les 
essais: la preuve décisive se dérobait, tant a l’appui qu’a 
Yencontre de Vhypothése envisagée [44], jusqu’au jour ou, 
lexamen prolongé au fond noir nous montrant la présence 
constante de tréponémes dans les ganglions fort infectieux [44], 
nous avons mis au point une technique précise, sur laquelle 
nous allons revenir, et dont l’application & de nombreux cas 
nous conduisit a la conviction [42] que, trés vraisemblement, 
lagent causal de la syphilis et celui de la pallidoidose se 
Sedaitent: respectivement, au seul tréponéme ey et au seul 
tréponéme pallidoide. 

Dans ces conditions, nous avons supposé que 1|’élément 
virulent propre, dont nous pensions avoir décelé l’existence 
dans le systéme lymphatique, est lui aussi un tréponéme, 
notamment une variété tréponémique plus résistante in vivo 
que la variété habituelle des syphilomes testiculaires du lapin 
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et des lésions primaires et secondaires del’homme. Par la suite, 
certains contréles expérimentaux, que nous avons relatés, nous 
ont d’abord paru confirmer l’exactitude de cette interprétation 
(voir plus loin). ; 

Il nes’agit done pas 1a, comme l’écrivent Levaditi et ses col- 
laborateurs, d’une « concession » que nous avons « voulu bien 
consentir ». Il ne s’agit pas non plus d’un « événement fayo- 
rable » & leur conception, ce dont ils conviennent lorsqu’ils 
disent que « le fait en lui-méme ne saurait plaider ni pour ni 
contre » elle. Conclure comme ils le font, c’est détacher, nous 
semble-t-il, d’un ensemble d’observations, qui en délimitent la 
portée, un phénoméne se prétant isolément a desinterprétations 
différentes: en d’autres termes, c’est ne retenir, parmi nos 
résultats, que ceux qui, libérés de leur cadre naturel, peuvent 
avoir l’air de venir & point pour Ja défense d’une idée chére. 


La technique, sur laquelle nous nous appuyons pour tacher de 
déceler et approximativement dénombrer la quantité minimum 
de spirochétes présents dans certains tissus spécifiquement 
infectieux, « est tout simplement basée », affirment Levadili 
et ses collaborateurs, « sur la recherche patiente, durant des 
heures, des spirochétes sur fond noir ». Ceci donne!’impression 
que nos publications ont été mal comprises. En effet, nous 
avons exposé [44, 12] que la technique, dont il s’agit, comporte 
une série de points dont l’importance n’est pas négligeable. 

Elle exige d’abord que V’organe syphilitique, qui fera l’objet 
de la recherche, soit débarrassé des tissus étrangers, pesé au 
milligramme prés, découpé au bistouri en petites parcelles, et 
« finement trituré dans l’eau physiologique, & raison de 100 a 
200 milligrammes pour 1 cent. cube de liquide » (1), la partie 


(1) Au début, nos émulsions-méres se préparaient 4 raison de 100 mil li- 
grammes de tissu pour 1 cent. cube de liquide, parce qu’elles étaient 
presque toujours de nature syphilomateuse et que, dans ces cas, une con- 
centration tissulaire plus forte fournit souvent une consistance trop ‘gélati- 
neuse. Dans la suite, notamment pour d’autres organes avec pénurie de spi- 
o chétes, nous avons préféré le taux supérieur de 200 milligrammes de tissu 

/ our 1 cent. cube de liquide, parce qu’ici obstacle technique d'une consis- 
tance trop gélatineuse ne se présente pas, el que la densité plus forte en 
éléments figurés, tout en restant compatible avec une bonne visibilité des 
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qui surnage aprés une sédimentation de trois 4 cing minutes 
constituant une « émulsion-mére » titrée et fort homogéne. Ces 
opérations préliminaires sont indispensables. Les résultats 
qu’elles fournissent ne sont nullement comparables & ceux 
de l'examen au fond noir, si patient et si long soit-il, de la 
sérosité obtenue par ponction, grattage ou pression: les der- 
niers peuvent méme étre négatifs pour un tissu, que les pre- 
miers révélent fort riche en spirochétes. 

Notre technique veut ensuite que |’on étale de cette émul- 
sion-mére, « de facon qu’en l’absence de toute bulle d’air elle 
occupe la totalité de l’espace » situé entre une lame ordinaire et 
une lamelle mesurant 18 millimétres de cété, « 4 millimétres 
cubes » mesurés exactement, par exemple au moyen de la 
micropipette qui accompagne |’hématimétre Zeiss-Thoma et 
qui sert pour les dilutions de sang au 1/100. Ces détails quan- 
titatifs, nous les avons reconnus adéquats, pour les tissus qui 
s'y prétent, & la « dissociation visuelle idéale » des éléments 
figurés, lesquels ne peuvent pas étre trop rapprochés pour ne 
pas masquer ]’objet de la recherche, sans étre pourtant trop 
dispersés pour rendre sa découverte exagérément fastidieuse. 

La délimitation, sur la lamelle couvre-objet, de laire circu- 
laire devant surplomber le « disque liquide » sur lequel portera 
examen au fond noir, doit aussi, pour éviter certaine cause 
d’erreur que nous avons signalée, s’effectucr d’aprés nos indi- 
cations. Le poids et la densité tissulaire sont enfin nécessaires 
pour permettre, une fois ]’examen terminé, decalculerla teneur 
approximative minimum en tréponémes. 

L’on comprend — l'un de nous I’a souligné [44] — que 
« les chiffres obtenus nont pas une rigueur mathémalique ». 
Toutefois, nous sommes convaincus, d’une part, que nous 
réalisons, non seulement dans les disques examinés, mais 
aussi dans la totalité des masses liquides étalées entre lame 
et lamelle, ainsi que dans toute |’émulsion-mére initiale, 
une répartition tréponémique sewffisamment homogéne pour 
nous permettre d’affirmer que nos résultats ne péchent sérieu- 
parasites, raccourcit de beaucoup la durée des recherches. Mais, dans l'une 
et l'autre éventualilé, nous conlinuons d’indiquer la teneur approximative 
minimum en tréponémes par moyennes de 100 milligrammes de tissu fine- 


ment homogénéisé, pour faciliter les comparaisons entre nos diverses 
p iblications. 
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sement que par défaut, c’est-’-dire que le nombre des trépo- 
nemes réellement présents n’est pas inférieur A celui que nous 
enregistrons (1). Nous estimons, d’autre part, vu cette homogé- 
néité, vu le fait également que les mémes d’entre nous tra- 
vaillent tonjours dans des conditions aussi idenliques que 
possible et seulement (par crainte des erreurs inhérentes aux 
facteurs personnels de !’expérimentateur) aprés s’étre assurés 
de la concordance sinon idéale, du moins fort convenable de 
leurs observations, qu’il n’est pas douteux que nos résultats, 
relatifs & différentes émulsions-méres, se prétent comparati- 
vement entre eux, 4 des déductions valables. 

Si l'on prépare soigneusement les émulsions-méres, en veil- 
lant tout particuligrement a une bonne homogénéisation (2), 
lon ne doit écarter, notamment en raison de courants qui 
s'y produisent, que les préparations dans lesquelles se sont 
introduiles, accidentellement, des bulles d’air ou des impu- 
retés. Les déplacements de certains spirochétes dans les pré- 
parations fraiches (3) ne constiluent apparemment que des 


(1) Il est généralement admis que « die Dunkelfelduntersuchung bringt 
nicht alle in dem zu untersuchenden Praparat vurhandenen Spirochaten zur 
Anschauung » [23], et nous avons remarqué plus d’une fois que, lorsque 
nous recommencons le dénombrement en partant. au lieu d’une émulsion- 
mére riche en tréponémes, d'une dilution appropriée de celle-ci, nous comp- 
tons une quantité de parasites proportionnellement plus grande : c’est un 
signe que, dans certains cas du moins, les éléments figurés entravent par- 
tiellement Ja découverte du spirochéte. La chose est parliculiérement nette 
pour les émulsions de tissu nerveux : les tréponémes que l’un de nous 
trouva dans l’encéphale de deux souris alteintes de syphilis inapparente [43], 
furent observés dans des espaces libres au milieu de paquets de fibrilles. 

Au demeurant, lon ne peut pas perdre de vue que, si certains tissus (le 
ganglionnaire, par exemple, libéré de sa capsule) s’émulsionnent fort aisé- 
ment et sans Jaisser grand résidu, le tissu syphilomateux, par contre, lou- 
jours plus ou moins coriace ou gélatineux, donne un déchet considérable, a 
telle enseigne que ce qui sédimente ici et n’entre pas dans la composition ° 
de |’émulsion-mére correspondante atteint parfois la ‘moilié de la masse 
tissulaire initiale, entrainant ainsi de nombreux tréponémes, dont l’absence 
accentue notablement la signification minimale des résultats numériques. 

(2) Il faut aussi assurer le maintien de l’homogénéité, nolamment par des 
agitations répétées, surtcut au moment du prélévement des échantillons des- 
tinés & l’examen entre lame et lamelle. De plus, si le contrdle d’une émul- 
sion donnée ne peut se terminer fructueusement dans la journée, ily a lieu 
de la répartir, par dédoublements en série, en un nombre aussi grand que 
possible de minimes fractions, que l’on conserve au frais dans de petits tubes 
bouchés au liége. 

(3) L’on sait que les tréponémes sont fréquemment mobiles sans pour cela 
se déplacer : l'on doit distinguer entre « Bewegung und Fortbewegung » (42). 
D’ailleurs, lorsque nous avons appliqué notre technique a I’étude des syphi- 
lomes testiculaires et des ganglions lymphatiques, nous avons pu établir la 
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causes d'erreur qui se compensent par suite du trés grand 
nombre de champs microscopiques que l’on examine. Aussi 
l’on arrive, aprés quelque pratique — et c’est 1&8 une prewve 
tangible de lhomogénéité satisfaisante de la répartition des 
tréponemes, comme aussi du crédit réel que mérite la méthode 
en général — & des résultats qui n’offrent entre eux que de 
faibles écarts : que l’on élablisse la richesse minimum en 
parasites de différentes zones, centrales ou marginales, d'une 
méme préparation entre lame et lamelle, ou de différentes 
préparations, fraiches ou vieillies, d'une méme émulsion-mére 
bien fournie en spirochétes; ou de plus grosses quantités 
(représentant plusieurs préparations), prélevées dans une 
méme émulsion-mére pauvre en germes. 

L’intercomparabilité des chiffres, grossiére bien entendu, 
auxquels nous arrivons pour des émulsions-méres qui provien- 
nent d’organes ou d’animaux différents, se déduit de ce gui 
précede, et de la correspondance, dans une série de cas, de 
l'ensemble des résultats avec ce qu’on est en droit d’atlendre. 
C’est ainsi que les courbes de la richesse en tréponémes, éta- 
blies par nos caleuls, reflétent d’une facon assez frappante 
Yanalogie entre la prolongation de lincubation des syphi- 
lomes testiculaires chez le Japin et l’appauvrissement en 
germes des inoculals qui les déterminent et inversement 
(44, 45, 12, 14], la plus grande infectiosité spécifique des gan- 
glions inguinaux au moment de la pleine floraison du syphi- 
lome correspondant [44, 12), la multiplication progressive de 
Vagent étiologique dans le cours de l’incubation du syphi- 
lome testiculaire [16], sa disparition progressive aussi sous 
influence d’un traitement arsénical ou bismuthé (voir plus 
- loin). 


proportion approximative des tréponémes mobiles ‘et immobiles. C’est ainsi 
que nons avons observé (aprés homogénéisation de la tolalilé de l’organe): 

Quasi rien que des tréponémes mobiles pendant l'incubation du syphi- 
lome, comme aussi pendant les tout premiers jours de son éclosion clinique; 

Environ 10 p. 100 de tréponémes immobiles dans les syphilomes florides 
non encore sclérosés ; 

Augmentation notable de ce pourcentage, dés l’installation de la sclérose, 
jusque 50 p. 100 et plus en période d’involution ; 

Persistance de quelques rares exemplaires mobiles daus les trés vieux 
syphilomes, entiérement sclérosés; 

Immense majorité de lréponémes mobiles dans les ganglions inguinaux; 

Rien que des tréponémes mobiles dans les ganglions poplilés. 
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Au demeurant, il n’est nullement exact qu’il faille foujours 
chercher « durant des heures » avant de pouvoir conclure. II 
y a trois ans [43], nous consacrions une heure en moyenne & 
examen d'un disque liquide (environ 600 champs microsco- 
piques). Aujourd’hui, ce temps est réduit & la moitié. « Le 
nombre de disques fouillés », écrivions-nous en 1933 [44), 
« varie de 2 420 suivant le cas, ce qui fait que la durée néces- 
saire pour établir la teneur tréponémique d’un organe parti- 
culiérement pauvre peut comporter jusqu’a dix heures d’obser- 
vation continue »; mais ce qui fait aussi, étant donné qu'un 
disque peut étre fouillé « dans l’espace d'une demi-heure 
environ », que pour les émulsions suffisamment riches en 
tréponémes la besogne peut étre terminée en soixanle minutes. 
Il va de soi que, par souci d’exactitude, nous nous astreignons, 
particuliérement pour les émulsions-méres fort pauvres en spi- 
rochétes, 4 prolonger le plus possible le temps minimum requis, 
et concurremment 4 multiplier le nombre minimum de disques 
a parcourir. Il peut étre utile également de signaler que nous 
nous sommes servis d’une lampe 4 charbon (6 & 8 millimétres) 
Leitz-Wetzlar & 6 ampéres, et d’un microscope Zeiss avec con- 
densateur cardioide, oculaire 3, objectif Leitz P (muni d'un 
diaphragme-iris). 


On nous objecte : « la répartition des parasites, quels 
quils soient, dans les tissus, est d’une inégalilé et d'une 
inconstance telles, que nul calcul mathématique ne saurait y 
remédier. » Et, sans doule, en ce qui concerne le virus syphi- 
litique, le fait est abondamment et indiscutablement démontré 
— depuis les recherches, déjA anciennes, sur la présence du 
tréponéme pale dans l’encéphale des paralytiques généraux, 
jusqu’a nos propres transferls de fragments néoplasiques de 
souris syphilisées (9) — mieux d’ailleurs que ne le font les 
comparaisons de Levaditi et de ses collaborateurs entre des 
résultats nullement intercomparables de ce point de vue 
comme le sont: d’une part, ceux de tel ou te! ganglion lym- 
phatiaue de lapin ou de souris, ou de tel fragment de cerveau 
de souris, examinés par nous au fond noir, et, autre part, 
ceux de tels organes ou tels fragments tissulaires semblables 
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d’autres animaux, étudiés & Paris par limprégnation argen- 
tique. Seulement, c’est précisément parce que les tréponemes 
sont irréguligrement répartis « dans les tissus », que nous par- 
tons, dans notre méthode, d'une émulsion-mere aussi homogéne 
que possible de la totalité de lorgane. Ainsi, la remarque qui 
nous est opposée, judicieuse en elle-méme, n’est-elle pas de 
nalure & mettre en relief davantage, plulot qu’a amoindrir la 
valeur de notre technique? 

Evidemment, si cette derniégre ne comportait pas une telle 
homogénéisation; si au surplus elle n’y soumettait pas l’organe 
tout entier, ses résultats seraient entiérement faussés par 
« erreur fondamentale, qui consisle & rapporter par unilés 
assez considérables de poids d’organe (0 gr. 1), le résultat 
positif ou négatif d'un examen ultramicroscopique portant sur 
une toute pelite parcelle du méme organe ». Mais nous avons 
vu qu il en est tout aulrement. De plus, au lieu de nous con- 
tenter, en régle générale, de la découverte d’ « un seul trépo- 
néme sur X champs microscopiques d’une dilution donnée » 
pour « dire qwil yen a, enréalité n fois plus dans 1 décigramme 
de maliére examinée », nous complons quasi toujours un assez 
grand nombre de parasites — nos publications en témoignent 
avec détails, dés le début [44] (1) — si bien que, vu l’homogé- 
néisation de la répartition des germes dans l’émulsion-mére 
telle que nous la préparons, « l’erreur fondamentale » que l'on 
nous impute se réduit, généralement, & l’inexactilude courante 
qui entache la plupart des analyses biologiques. 

ll va de soi que l'on ne peut accorder & notre méthode une 
portée plus grande que celle qui lui revient « per se ». Les 
résultats qu’elle fournit, considérés & part, n’ont sien d’absolu : 
leur positivité n’indique, prise isolément, que la présente de 


(1) C'est ainsi que, pour l’examen quantitatif, chez le lapin, d'un ganglion 
inguinal satellite d'un syphilome testiculaire floride, nous ne nous arrétons 
d'habitude qu’aprés avoir relevé 6 a 26 tréponémes dans 6 A 4 disques [44] 
ou 5 a 20 tréponémes dans 24 3 disques (résultats plus récents). Mais, de 
méme qu'il arrive exceptionnellement que nous ne décelons que 2a 3 trépo- 
némes dans 8 a 24 disques (ganglions inguinaux ou poplités contemporains 
de syphilomes florides) [44], il arrive que nous en trouvons 84 dans 4 disques 
et 309 dans 3 disques (mémes cas) [44], 112 dans 3 disques (testicule de lapin 
au vingt-neuviéme jour de l'incubation) [46], 76 dans 2 disques (ganglions 
inguinaux récemment examinés chez le lapin D19C porteur de métastases 
nombreuses), 940 et 1002 méme dans un seul disque (ganglion axillaire et 
ganglion inguinal du Hamster Cr 2) (43). 
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lréponémes dans l'ensemble des disques examinés et dans la 
masse liquide ou tissulaire totale en quantité au moins égale, 
approximativement, a celle que dénotent les calculs. Nous 
nous sommes peut-étre imparfaitement exprimés en disant |42) : 
« pour le ganglion, en elfet, un seul tréponéme en pleine 
activité semble suffire pour assurer l’infectiosité, tandis que, 
lorsque les tréponémes proviennent d’un syphilome, il en faut 
un nombre relativement grand (800 dans l’exemple cilé au 
tableau VII) pour que la syphilisation se réalise »; ou encore, 
en novus basant sur de nouvelles données [19] : « lorsqu’on 
détermine le seuil infectieux d'une émulsion ganglionnaire 
qui renferme un nombre connu de trépontmes, on constate 
qu'il suffié de 2 a 15 de ces germes pour reproduire un 
syphilome chez le lapin, alors qu'il faut, pour obtenir le 
méme effet, 2.000 & 3.000 tréponémes syphilomateux »; et 
nous aurions pu mieux faire ressortir le caractére relatif de ces 
nombres, 4 l'instar de Ja conclusion suivanle, qui vient immé- 
diatement aprés le dernier texte cilé : « en d'autres termes, la 
virulence de la premiére variélé (tréponémique) est environ 
mille fois supérieure 4 celle de la seconde ». Quoi qu il en soit, 
c’est bien la le sens de nos données. Et, si nous n’avons pas 
été plus explicites, nous avions confiance que les biologisles 
auraient effectué spontanément la rectification qui s’impose 
sinon quelle signification atlribuer aux nombres fractionnés 
de,286,5, 44353, 71,6, 35,8, 14,3, 11,5, 7,2, 4,6, 2,5, ete., que 
nos calculs spécifient [44] comme représentlant des « nombres 
de tréponémes inoculés » (1) ! 

On pourrait arguer & propos de la comparaison que nous 
établissons entre les tréponemes syphilomateux et les trépo- 
némes ganglionnaires : mais, étant dunné que, selon vous [47], 
tout se passe comme si la virulence du tréponéme pale est 
intimement liée & sa mobilité, que faites-vous de vos propres 
constatalions (voir plus haut), d’aprés lesquelles un certain 
pourcentage de tréponémes syphilomateux frais, plus ou moins 
élevé suivant l’Age des lésions, se révéle avec votre technique 
sur fond noir privé de mobilité, cependant que, dans les mémes 
circonstances, l'imimobilité est pratiquement inexistanle pour 


(1) Dorénavant, nous arrondirons au nombre entier le plus rapproché. 
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les lréponémes ganglionnaires ; cela ne fait-il pas que vous 
estimez proportionnellement trop intense l’activité pathogéne 
de ces derniers ? Nous répondons que erreur réelle, ainsi occa- 
sionnée, se réduit & des pourcentages sulfisamment faibles 
(10 p. 100 environ pour les syphilomes florides et non sclérosés 
qui nous occupentici) pour ne rien enlever & la valeur de nos 
résultats en tant que manifestation d’un pouvoir pathogéne en 
moyenne beaucoup plus grand du tréponéme ganglionnaire 
que celui du tréponeéme syphilomateux, peu importe que le 
premier soit & l’autre, suivant le cas, comme 1 est a 800, 
comme 1 est 41.000, comme 1,3 ou 1,5 est & 773, et ainsi de 
suite. Nous ne voyons pas ce qu'il y a d’ « incroyable » a cela, 
moins encore que l’on y trouve la démonstralion « que la tech- 
nique dela numération péche par !a base », ou qu'il faille y 
voir un argument nouveau en faveur de Vhypothése du cycle 
évolutif du virus et de son existence sous une forme invisible. 

Force nous est de nous étendre davantage sur le caractére 
spécial du tréponéme ganglionnaire. Car Levaditi et ses colla- 
borateurs nous opposent a ce propos des faits précis, choisis 
parmi ceux que nous avons observés. 

« Chez le cobaye (tableau III) », disions-nous [42], « des 
chancres typiques apparurent aprés inoculation intratesticu- 
laire exclusive de ganglions syphilitiques, tandis que des frag- 
ments syphilomateux, greffés de la méme maniére, c’est-a-dire 
exclusivement par la voie intratesticulaire, se révélérent inca- 
pables de provoquer des lésions locales spécifiques ». Ceci, 
écrivent Levaditi et ses collaborateurs, « n’est en réalité qu'un 
de ces faits paradoxaux, dont l’explication est & ce point 
complexe, que tout chercheur préfére les conserver dans ses 
cahiers, en attendant mieux », Nous ne sommes pas de cet 
avis. Car, lorsqu’il s’agit de rapprocher, comme nous J’indi- 
quons, les pouvoirs infectants dont il est question, n’est-il pas 
préférable de verser au dossier, plutot que de les garder 
secrels, les résultats de 38 et de 59 essais, inslitués respective- 
ment au moyen du premier et du second tissus chez un animal, 
le cobaye notamment, dont la réceptivité & la syphilis est telle 
qu'il se préte spécialement & l'étude comparative de produits, 
dont on considére la virulence comme différente ! Ces résultats, 
d'ailleurs, paraissent favorables & notre conception. Car, alors 
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que tout le matériel utilisé contenait des tréponémes (1), le 
ganglionnaire seul provoqua des syphilis apparentes, & raison 
notamment de 4 succés sur les 38 tentatives, comme si la plus 
grande virulence, que nous attribuons au tréponéme ganglion- 
naire, lui permettait, sur un terrain en somme assez réfrac- 
taire, d’engendrer des lésions [a ow le tréponéme syphilomateux 
échoue. Est-ce donc tellement une « histoire des plus surpre- 
nantes, s'il en fit »? 

« Chez le lapin », disions-nous, « le seuil de l’infectiosité 
apparut toujours plus élevé pour le syphilome que pour les 
ganglions contemporains ; l’infectiosité des ganglions poplités 
fut en général de dix a cinquante fois plus faible que celle des 
syphilomes, et le potentiel infectieux des ganglions inguinaux, 
prélevés &l’époque des chancres florides, se rapprocha davan- 
tage encore de celui des syphilomes ». Ceci, affirment Levaditi 
et ses collaborateurs, « est le résultat d’une interprétation 
erronée des chiffres que nous fournit M. Bessemans lui- 
méme » ; en effet, « la série IV des essais du savant belge [14| 
indique, comme seuil d’infectiosité pour le chancre, 1 : 750, et, 
pour les ganglions 1: 250, et la série IX, respectivement, 
1: 4.000 et 1: 1.000 [44] » (2). Or — il suffit, pour s’en con- 
vaincre, de lire attentivement les publications auxquelles il est 
fait allusion — les quantités d’inoculat de syphilome et de 
ganglions relevées dans Ja série [V montrérent, au point de 
vue du nombre des tréponémes y contenus, la proportion de 
773 pour 1,3, c’est-a-dire la méme qui nous est objectée 
ailleurs (voir plus haut), a l’effet de démontrer autre chose : 
au lieu de comparer entre eux — comme il se doit — les 
nombres de tréponémes inoculés, pourquoi Levaditi et ses col- 
laborateurs mettent-ils réciproquement en regard les taux des 
dilutions? Quant au prétendu « écart du seuil d’infectiosilé » 
qui serait « de zéro » dans le cas cité de la série IX, en fait, i] 


(1) Si l'en-téte du tableau III, dont il est question, range les ganglions 
syphilisés du lapin parmi les « organes la plupart du temps apparemment 
dépourvus de spirochétes », cela ne veut dire aucunement qu’ils étaient 
« aspirochétiens », mais simplement que les procédés habituels ne per- 
mettent de déceler que rarement la présence de spirochétes dans de tels 
organes. L’adverbe « apparemment » et le contexte l’indiquent clairement. 

(2) Lorsque Levadiliet ses collaborateurs reproduisent nos textes, ils rem- 
placent plus d’une fois le mot « syphilome » par celui de « chancre ». A notre 
sens, les deux termes ne sont pas Synonymes. 
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leur est et il nous est inconnu; car non seulement les richesses 
tréponémiques correspondantes ne furent pas calculées, mais 
encore pour ne pas avoir poussé au dela du 1/1.000 les dilu- 
tions des émulsions-méres, nous n’avons atteint la limite, ni 
pour le syphilome ni pour les ganglions, en dessous ‘le laquelle 
inoculation ne transmet plus l’infection (1). Cela étant, com- 
ment peut-on opiner que nos données sur le seuil de Vinfec- 
tiosité spécifique ne confirment pas notre maniére de penser, 
« mais, en réalité, tout le contraire » ? 


Beaucoup de choses sont encore A répondre au mémoire de 
Levadili et de ses collaborateurs. Nous nous bornerons aux 
principales. 

ll y ad’abord la critique de nos observations, par voie com- 
parative, sur les résultats de inoculation, dans la région géni- 
tale du lapin ou du cobaye, de divers organes riches ou pauvres 
en trépontmes pales, dont certains « apparemment » dépourvus 
de spirochetes, c'est-a-dire aspirochétiens uniquement pour les 
procédés d’examen habituels {12}. 

Nous constatons que les durées moyennes de l’incubalion 
divergent assez bien, et comportent, par exemple, chez le lapin: 
vingt-deux jours pour le virus syphilomateux du lapin, trente 
ou quarante jours respectivement pour le virus des ganglions 
inguinaux ou celui des poplités contemporains du syphilome 
floride, soixante-deux ou cinquante-cing jours respectivement 
pour le virus des mémes ganglions prélevés aprés la guérison 
du syphilome, cinquante-cing jours pour le virus des ganglions 
superficiels de la souris alteinte de syphilis inapparente. Toute- 
fois, le fait témoigne, non pas « tout au plus en faveur de 
dillérences dans la concentration en virus des deux tissus 
(chancre et ganglions), et nullement d’une dissemblance dans 


(!) Il n’aurait pas suffi, d’ailleurs, de pousser la dilution jusqu’a l’obten- 
tion d'un résultat cliniquement négatif. Encore aurait-il fallu vérifier la 
négativilé réelle de celui-ci, a cause de l’existence de la syphilis inapparente. 
C’est pourquoi nous avons toujours controélé nos seuils en doublant nos N 
(résultats négatifs) par des c (controles par transfert ganglionnaire). Levaditi 
el ses collaborateurs semblent loublier, notamment lorsquiils reproduisent 
certaines de nos expériences sous la forme d’un tableau incomplet. 
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les qualités de ce virus », mais bien en faveur soit des unes, 
soit de l’autre, soit des deux & la fois; ce ne sont méme pas 
uniquement le nombre et la virulence des tréponémes inoculés 
mais encore le pourcentage de leurs unités mobiles qui 
influencent l'incubation, trois facteurs qui varient habituelle- 
ment pour une méme quantité de produit syphilomateux ou 
ganglionnaire du lapin. Ensuite, nous n’avons jamais dit autre 
chose que, dans tout cela, nous ne voyons « aucune preuve 
décisive ni en faveur, ni en défaveur de l’existence d’une forme 
invisible du virus syphilitique ». Seulement, lorsque des expé- 
riences d’inoculation de dilutions progressives d’émulsions- 
méres homogénaes, dont nous calculons ultérieurement la teneur 
approximative minimum en tréponémes, nous montrent [44, 
45, 12, 14, 19] que, cette derniére s’accroissant dans certaines 
limites, la durée de l’incubation diminue, et inversément; en 
d’autres termes « qu'il est, toutes conditions égales, une relation 
étroite entre la teneur en tréponémes pales d’un inoculat et la 
précocité des Iésions qu'il provoque chez le lapin »; que, de 
plus, « linfectiosité spécifique ne se retrouve plus », dés que, 
les dilutions s’étendant suivant certaines progressions, la forme 
tréponémique elle-méme échappe 4 nos investigations; dans 
ces conditions, nous estimons que par 1a se confirme non seu- 
lement que notre méthode de dénombrement posséde une réelle 
valeur de comparaison (voir plus haul), mais encore que le 
virus syphilitique s’identifie avec le tréponéme lui-méme et que 
Vhypothése de Vintervention supplémentaire d'une forme invi- 
sible devient superflue. Quant 4 concéder que nous « omeltons 
l'essentiel », parce que nous ne comparons pas, au point de vue 
de leurs richesses en tréponémes, les organes qui nous ont 
servi a déterminer les incubations moyennes dont il s’agit, soit 
d'une part de certains ganglions de lapin (trente & soixante-deux 
jours d’incubation et non cinquante-cing & soixante-deux), 
d’autre part, de certains ganglions de souris (cinquante-cing 
jours d'incubation), cela nous ne le pouvons. Car nous ne pos- 
sédons aucune donnée précise sur ces richesses, et ce n'est pas 
examen, par des coupes &l’argent, d’organes semblables, mais 
dont la teneur en trépondmes peut étre trés dilférente, qui uous 
parait de nature & pouvoir combler cetle lacune. 

Il y aaussi la remarque de Levaditi et de ses collaborateurs, 

Annales de l'Inslitut Pasteur, t. 57, n° 1, 1936. ® 
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lorsqu’ils parlent de notre technique de dénombrement : 
« qu’a-t-elle révélé, sinon la présence de formes tréponémiques 
dans les ganglions lymphatiques de certains lapins syphilisés 
et des souris atteintes de tréponémose inapparente, ou dans la 
rate, ce qui était parfailement connu auparavant, ou encore 
dans le névraxe des mémes souris, fait nouveau sur lequel nous 
reviendrons ultérieurement ». Car, sans insister sur le « fait 
nouveau », reconnu par nos collégues, répétons que notre 
technique nous a permis de montrer qu'il existe des tréponémes 
dans tous les produits spécifiquement infectieux que, sans 
preuves véritables, on dénomme « aspirochétiens » ; renvoyons 
également, soit aux deux conclusions que nous venons de rap- 
peler, soit & celle, dont nous reparlerons plus loin, sur l’écart 
considérable de la virulence moyenne que manifestent le tré- 
poneme ganglionnaire et le tréponéme syphilomateux corres- 
pondant : ces faits, et il en est d'autres, tributaires de notre 
technique, ne suffisent-ils pas pour lui accorder une certaine 
valeur? 

En ce qui concerne linterprétalion avancée par Levaditi et 
ses collaborateurs au sujet de la diflérenve du comporlement, a 
légard du chauffage zn vivo, ainsi que la diflérence de la durée 
de la survie et de la virulence 7 vitro, que nous avons observées 
entre le tréponéme syphilomateux et le tréponéme ganglion- 
naire [2, 6, 7, 8, 14, 14, 15, 17, 18, 19, 20}, nous reconnaissons 
volontiers qu’elle nous parait assez plausible. Car, étant donné, 
d’une part, que l’effet thermique peut exalter les défenses du 
terrain [1, 2,5, 6,7, 10], d’autre part, que nos contréles sur la 
persistance de la mobilité en dehors de l'économie ne sont pas 
sulfisamment démonstratifs par eux-mémes [15], rien ne semble 
s opposer a ce qu’on mette ces différences essentiellement sur 
le compte du fait que « le syphilome est une Iésion réaction- 
nelle, inflammatoire, oi les parasites sont soumis & tous les 
moyens défensifs cellulaires et humoraux dont l’organisme 
dispose », alors qu'il n’existe « rien de tout cela dans les 
ganglions lymphatiques, ot la présence de rares germes ne 
déclenche aucun phénoméne réactionnel » [40]. L’hypothése 
envisagée concorde méme avec certaines de nos observations, 
celles par exemple suivant lesquelles la stimulation thermique 
peul réaliser 7m vivo une stérilisalion tardive (aprés un mois) 
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du ganglion syphilisé, 14 ot immédiatement elle n’avait pas 
réussi [10]. Cependant et quelle qu’en soit la raison, il reste 
vrai que, dans certaines conditions, les mémes movens (défensifs 
normaux ou immunologiques, chimiothermo- ou sérothéra- 
piques), qui viennent & bout du tréponéme syphilomateux au 
sein de l’organisme, ne parviennent pas & vaincre in vivo le 
tréponéme ganglionnaire. Il reste également établi que la viru- 
lence moyenne (1) du tréponéme ganglionnaire est des cen- 
taines de fois plus élevée que celle du tréponéme syphilomateux 
correspondant (42, 19]. Car les dilutions et les inoculations, 
qui servirent 4 le démontrer, furent pratiquées aussitét (notam- 
ment avant les dénombrements, c’est-a-dire avant qu’aient pu 
agir intensément les facultés virulicides éventuelles de l’émul- 
sion syphilomateuse : dans celle-ci l’on trouve encore, aprés 
trente minutes, 40 p. 100 environ de tréponémes mobiles [15], 
contre 90 p. 100 environ au début (voir plus haut), de telle 
sorte que l’écart altribuable aux facteurs considérés ne peut 
raisonnablement s’estimer, au plus, que du simple au double, 
au triple ou méme au quadruple, mais nullement a la multi- 
centaine (2). 


Reste la question de la valeur comparalive du contrdéle sur 
fond noir et de celui que permet le traitement par l’argent. 

« Aucun doute », concluent Levaditi et ses collaborateurs a 
ce sujet, « ne saurait donc subsisler quant 4 la valeur respec- 
tive des deux méthodes : celle de l'imprégnation argentique 
sur coupe (Dieterlé) est infiniment supérieure ». Or, voyons 
les expériences sur lesquelles se base cette affirmation, et qui 


(1) Nous disons « la virulence moyenne » pour insister sur le fail qu'il ne 
s’agit pas de la comparaison d'un quelconque tréponéme ganglionnaire a un 
quelconque trépontme syphilomateux : rien ne nous dit, en effet, que la 
virulence de tous les tréponémes ganglionnaires, pris isolément, soit toujours 
et parfaitement identique a elle-méme, ni qu'une méme remarque s'applique, 
entre eux, aux tréponémes syphilomateux ; le contraire nous parail plutot 
devoir se présenter, en vertu des variations fonctionnelles que ces parasites 
présentent [19]. : ; 

(2) Au sujet de la plus grande virulence du tréponeme ganglionnaire, que 
nous avons démontrée, il est assez étrange de constater que Levadili et ses 
collaborateurs la mettent, d'une part, en doute; alors que, dautre part, ils 
voient un argument a l’appui de leur hypothése du virus invisible dans nos 
observations sur l'existence d’un élément virulent résistant, propre aux 
ganglions. 
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sont groupées par les auteurs eux-mémes en trois séries 
distinctes. 

La premiére comporte l’examen, par la méthode de Dieterlé, 
de la richesse spirochélienne de plusieurs ganglions lympha- 
tiques inguinaux et axillaires de souris syphilisées par voie 
sous-cutanée (virus Truffi). Le nombre des parasites décelés fut 
noté, et le temps qu’il fallait pour les découvrir, fut chrono- 
métré aussi exactement que possible. De grandes quantités 
furent ainsi enregistrées au bout de quelques minutes; plu- 
sieurs coupes provenant d’un méme animal (souris D 33) 
permirent méme de compter 415 tréponémes en huit minutes, 
soit un tréponéme a la seconde environ. Mais, en somme, que 
cela prouve-t-il, sinon la présence d’une grande abondance de 
parasites dans les coupes examinées, ou mieux en certains 
endroits de ces coupes? Et comment peut-on y voir une preuve 
au bénéfice ou au détriment, soit de la méthode des coupes, soit 
de celle sur fond noir? ; 

La deuxiéme série d’expériences est rapportée comme il 
suit. « Dans deux cas (souris syphilisées depuis cent trente-six 
el cent soixante jours) nous avons eu soin de nous conformer a 
la technique indiquée par Van Haelst, en recherchant les spiro- 
chetes & l'ultramicroscope. Deux examens ont élé pratiqués 
ainsi; les résultats obtenus ont été comparés & ceux fournis par 
étude histulogique des glandes lymphogénes provenant des 
mémes animaux ». Les résultats sont : 


Souris 136B (ganglions pauvres en parasites). 


Wilton eee ts ty cee, ce emene 1 spirochéte sur 260 champs, examinés en 
3 heures. 
COUDE See ae eae eens 5 3 spirochétes en 9 minutes, 1 spirochéte 


en 5 minutes. 


Souris 138B (ganglions riches en parasites). 


Wa Nae ae tors ne eee a a 3 spirochétes sur 1.500 champs, examinés 
en 1 heure. ; 
COUPES: Ani Eee ry. 120 spirochétes en 4/5, 


Sans insister sur l’étrange diversité dans la facon dont les 
auteurs ont ulilisé l’ultra (une heure pourexaminer 1.500 champs 
contre trois heures pour n’en examiner que 260), et quoiqu'ils 


0 
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ne nous disent pas quelles parties des mémes glandes ou quelles 
glandes lymphogénes ils ont comparées entre elles chez l'une 
et l'autre de leurs souris, nous estimons que les objets de leurs 
comparaisons ne sont pas nécessairement intercomparables du 
point de vue du nombre des tréponémes y contenus. Ensuite, il 
est vraisemblable que, du méme point de vue et rien que pour 
les coupes, les divers champs microscopiques présentaient 
également de grosses différences entre eux; car, Levaditi et ses 
collaborateurs admettent (41, 34) que « la répartition des para- 
sites, quels qu’ils soient, dans les tissus, est d’une inégalité et 
d’une inconstance telles, que nul calcul mathématique ne 
saurait y remédier »; ou encore, que la répartition des trépo- 
némes entre les divers ganglions d’une méme souris, « lout en 
étant sujette & des variations », n’est que « souvent assez » 
uniforme; ou encore, que « chez une méme souris, les gan- 
glions axillaires peuvent contenir des spirochétes, alors que les 
glandes lymphatiques inguinales en sont exemptes, el inver- 
sement ». Enfin, est-il bien stir que la technique utilisée par 
nos collegues pour leurs examens sur fond noir fut conformea 
celle indiquée par Van Haelst, c’est-a-dire celle dont nous avons 
rappelé ci-devant les exigences? Nous en doutons, vu d’abord 
la fagon dont ils ont défini cetle technique (voir plus haut), vu 
aussi — et cette considération se base sur les données de 
certains essais récents, que nous résumerons plus loin — vu 
l'énorme différence entre les résultats quwils obtiennent a 
l'ultra et sur coupes. 

D’ailleurs, leurs deux premiéres séries d’expériences nenvi- 
sagent que la célérité avec laquelle on décéle le tréponéme, et 
il est logique « a priori » qu’ace point de vue la méthode de 
l’examen sur coupes soit fréquemment supérieure (1), étant 
donné qu'elle s’adresse 4un matériel de concentration maximum. 
Aussi, ce n’est pas la le but de notre technique de recherche 
surfond noir : ce qu'elle vise, c’est la fidélité dans la décou- 
verte du parasite. 

Ceci fait l’objet, il est vrai, de la troisi¢me série d’expériences 
relatives a l’examen, « par les deux méthodes », des ganglions 

(1) Mis a part le fait que les manipulations préliminaires sont plus longues 


pour la préparation des coupes que pour celle des émulsions homogénes 
destinées a l’examen par notre méthode. 
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lymphatiques inguinaux et axillaires excisés chez des lapins 
porteurs de syphilomes scrotaux (virus Truffi, Gand et Paris). 
Mais les mémes critiques peuvent lui étre adressées qu’aux 
deux autres séries, parce que les comparaisons ne portérent pas 
sur un méme matériel convenabiement homogénéisé. Il y a 
plus. Car celte fois, sur les9 cas rapportés, l’examen est néga- 
tif, sur coupes et ultra, dans quatre; dans un cinquiéme, il 
est négalif sur coupes et positif & ultra; dans un sixiéme, il 
est positif avec les deux méthodes; dans les 3 restants seule- 
ment, l’examen sur coupes semble prédominer, avec les men- 
tions « O » pour ultra et, pour les coupes, « posilif, 1 spiro- 
chéte sur 30 coupes », « positif + + (v. fig. 3a) » ou « posi- 
tif». C’est peu convaincant. 

Somme toute, les faits expérimentaux, invoqués par Levaditi 
et ses collaborateurs ne justifient pas la conclusion, que nous 
avons reproduite au commencement de ce dernier chapitre. 

Il existe, au reste, un certain nombre de cas, qui s’opposent, 
les uns & cette conclusion particuliére, les autres a |’affirma- 
tion, plus absolue, que « du point de vue comparatif, par 
rapport aux techniques d’imprégnation argentique », « |’infé- 
riorité » de nos examens sur fond noir « ne fait de doute pour 
personne ». 

Ainsi, il en fut déja question, l'un de nous a décelé a létat 
frais la présence de tréponémes pales dans le cerveau de deux 
souris syphilisées par voie sous-cutanée depuis cent quatre- 
vingt-douze ou quatre cent vingt-cing jours [43], alors que les 
coupes, en de tels cas, n’ont pas encore fourni de résultat 
positif, et que notre trouvaille fut confirmée, a l’ultra, par 
Levaditi et ses collaborateurs [37, 44a]. 

Lorsque ces derniers appliquent la méthode des coupes & 
l'étude des ganglions lymphatiques de lapins ou de souris 
syphilitiques, ils trouvent : pour les ganglions inguinaux ou 
poplités de la premiére espéce animale, aucun tréponéme (pro- 
cédé a la congélation suivant Strempel et Armuzzi) [25] ou 
1 seul tréponéme sur 20 coupes d'un seul ganglion parmi 15 
provenant de 11 sujets (procédé de Dieterlé) [33]; pour les gan- 
glions inguinaux et axillaires de souris, 3 ganglions positifs 
sur 4/29} ou 20 animaux positifs sur 35 [34]; succés inconstants 
ou exceptionnels, d’ailleurs, que d'autres chercheurs obtinrent 
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aussi par l’imprégnalion argentique. Par contre, l’un de nous, 
en examinant & lultra des préparations ordinaires de gan- 
glions de lapins syphilisés, découvrit, par le contréle d’environ 
200 champs par cas [44] : 9 animaux positifs sur 60 (15 p. 100), 
avec 10 ganglions inguinaux posilifs sur 55 (18,2 p. 100) et 
2 ganglions poplités positifs sur 60 (3,33 p. 100). Soumettant 
16 ganglions inguinaux et 12 ganglions poplités, issus de 
11 lapins infectés, & notre technique d’appréciation numé- 
rique [44], il en reconnut positifs 27, avec des quantités 
minima de tréponémes allant respectivement, pour une 
moyenne de 100 milligrammes de substance tissulaire finemeut 
homogénéisée, jusque 34.833 et 175.189; cependant que, depuis 
lors, chez 80 p. 100 de nos lapins alteints de syphilomes testi- 
culaires choisis au moment de leur pleine floraison parmi ceux 
dont le développement fut actif et rapide, nous mettons en 
évidence, par la méme technique, la présence de tréponémes 
dans les ganglions inguinaux et poplités, sans fouiller plus 
de 3 disques d’émulsion-mére homogéne. Les ganglions lym- 
phaltiques de nos souris syphilisées nous fournirent aussi un 
nombre fort élévé de résultats positifs : jusque 100 p. 100 
dans une série de 14 animaux [44], avec présence de 5 a 34 para- 
sites dans 3 4 12 disques. On incriminera peut-étre la race 
spéciale des tréponémes « Gand », surtout que Levadili et ses 
collaborateurs signalent, avec l’une de nos souches [41], sur 
4 cas de ganglions inguinaux ou poplités de lapin, 1 résultat 
positif a lultra et 3 résultats positifs sur coupes. Pourtant, 
n’est-il pas surprenant que nous n’ayons guére observé de dif- 
férences en nous servant de plusieurs souches isolées 4 des 
époques fort distantes entre elles [3, 4]; et n’avons-nous pas 
trouvé la présence, & un pourcentage élevé également, de Tre- 
ponema pallidoides dans les ganglions inguinaux, poplités et 
méme axillaires, de lapins atteints de pallidoidomes testicu- 
laires ou de lésions papulo-squameuses pallidoides anales et 
vulvaires [21] ! 

Dans le méme ordre d'idées, controlant récemment, a l’aide 
de notre technique, certains résullats obtenus par Levaditi et ses 
collaborateurs chez des lapins syphilomateux traités a l’arsenic 
ou au bismuth [40], nous avons décelé, dans les testicules, la 
présence de tréponémes en quanlité progressivement décrois- 
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sante, puis leur absence compléte en méme temps que leur dis- 
parition dans les coupes (méthode de Dieterlé appliquée par 
Jahnel); alors que nos collégues, qui se servent aussi de l'ultra 
et du Dierterté (mais de l’'ultra d’une fagon qui n’est pas con- 
forme a notre technique), ne conslatent bientét plus la présence 
de spirochétes qu’au moyen de l'imprégnation. 

D’aprés une autre série de résultats, relatifs 4 des traitements 
comparatifs, d’une part par notre technique de dénombrement 
au fond noir, d’autze part par différents procédés de coloration, 
par le Fontana-Tribondeau et par le Dieterlé, d’émulsions homo- 
gones d’une richesse approximativement connue, l'une en tré- 
ponémes syphilomateux, l’autre en tréponémes ganglionnaires 
prélevés simultanément chez un méme lapin, il nous est 
apparu : que les frottis effectués avec l’émulsion syphiloma- 
teuse révélent les tréponémes présents, quoiqu’en nombre diffé- 
rent, par tous les procédés de coloration et d’'imprégnation 
utilisés (le mieux par le Dieterlé); que les tréponémes gan- 
glionnaires, par contre, n’apparaissent qu’au Dieterlé, en 
nombre d’ailleurs environ trois fois plus élevé que la numéra- 
tion préalable ne le faisait prévoir (1). 

Comme références qui s’accordent avec nous pour « incri- 
miner », ne fut-ce qu’en certains cas, « la fidélité des techniques 
basées sur l’imprégnation argentique », nous novus contenterons 
de citer, d’une part, l’appréciation générale de Oelze concer- 
nant |’examen des frottis ou des préparations entre lame et 
lamelle de sérosités qui renferment des tréponémes pales [42] : 
« heute halt man allgemein die Untersuchung des Reizserums 
im Dunkelfeld fiir die beste Untersuchungsmethode »; conclu- 
sion que l’auteur illustre, entre autres, par l’exemple frappant 
qu’en appliquant le fond noir et le Fontana a l'étude comparative 
d’un méme produit, il ne compte, par le dernier procédé, que 
35 p. 100 environ des parasites mis en évidence par l’autre. 
D’autre part, puisque Levaditi et ses collaborateurs estiment 
lavis; qui est en cause, « profondément erroné, pour la simple 
raison que les mémes méthodes ont servi Ala découverte du 


(1) Ce dernier résullat nous fait suspecter, en raison des grandes diffé- 
rences obtenues entre l’examen sur fond noir et celui par coupes, la technique 
ultramicroscopique suivie par Levaditi et ses collaborateurs pour l’étude des 
glandes lymphogénes des souris 136 B et 138 B (voir plus haut) 
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Treponema pallidum dans le cerveau de paralytiques géné- 
raux », nous rappellerons : d’abord, que la recherche du trépo- 
néme pale dans l’encéphale des paralytiques ne s’accommoda 
bien de la méthode des coupes & l’argent que lorsque Jahnel eut 
imaginé de les perfectionner par un traitement préalable au 
nitrate d’urane, ce qui supprima le grave inconvénient de 
limprégnation simultanée des fibres nerveuses et gliales [23]; 
ensuite, que le méme auteur et aussi Levaditi et ses collabora- 
teurs affirment, en vue du dépistage du tréponéme pile dans 
le cerveau des paralytiques généraux, la supériorité manifeste 
de l’examen au fond noir. . 

Jahnel dit, en effet, lorsqu’il traite cette matidre [23] : « am 
besten ist immer noch die Dunkelfelduntersuchung, bei der 
man, wie bereits erwihnt, die meisten positiven Resultate 
erhalt ». Quant a l’opinion justifiée de Levaditi et de ses col- 
laborateurs, la voici [24] : « Examinés par les méthodes rapides 
(ultramicroscope, procédé de Fontana, etc.), ces 9 cerveaux 
ont fourni 8 résultats positifs, soit un pourcentage de 88 p. 100. 
Par contre, le procédé des coupes imprégnées 8 l’argent nous a 
permis d’enregistrer une seule fois la présence du tréponéme 
dans la corticalité cérébrale, soit un pourcentage de 11,1 p. 100. 
Le contraste entre ces deux moyens d’investigation est donc 
des plus frappants, les méthodes basées sur | examen direct du 
cerveau frais étant de beaucoup supérieures au procédé des 
coupes; cette derniére technique peut, en effet, fournir des 
résultats absolument négalifs, alors méme que la corticalité 
cérébrale, examinée & l’ultra, ou sur les frotlis, montre des 
quantités é6énormes de itréponémes (obs. V, par exemple). 
Quant a la valeur des divers procédés rapiles dont nous 
nous sommes servis dans nos invesligations, il nous a semblé 
que celui de l’examen ultra-microscopique est prélérable 
entre tous ». 

Aussi, nous pensons que les deux méthodes envisagées, 
cest-a-dire le fond noir et ’imprégnation argentique, ont, sui- 
vant les circonstances, du bon l’une et l’autre : le résultat 
dépend de lanature du matériel syphilitiyue soumis &l’examen, 
de la modalité technique utilisée par le chercheur, ainsi que de 
la facon individuelle dont elle est appliquée. 
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En définitive, si nous considérons l'objet essenliel du débat, 
notamment ’hypothése de l’existence ou non d’une forme invi- 
sible du virus syphililique, nous estimons que nous n’avons pas 
& modifier notre maniére de voir. Les nombreux travaux qui 
nous sont opposés n’ont jamais fourni, & notre avis, de preuve 
réelle établissant celte existence, tous leurs résultats pouvant 
s'interpréter par la présence, dans le matériel qu ils considérent 
comme aspirochétien, de tréponémes en nombre plus ou moins 
restreint, si restreint souvent qu/ils échappent aux recherches 
microscopiques courantes et en particulier au contréle des 
coupes par l’imprégnation argenlique. Nos observations, par 
contre, plaident fortement contre le virus invisible. Car elles 
montrent, en ordre principal, que, du moins avec nos souches 
et par le truchement d’une technique spéciale sur fond noir, 
Vinfectiosité spécifique et la présence de 7reponema pallidum 
paraissent intimement liées, puisque l’on décéle ce parasite par- 
tout ott se manifeste la premiére, tandis que toujours lui-méme 
et celle-ci disparaissent simultanément. 
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REMARQUES 
A PROPOS DE LA REPONSE DE M. BESSEMANS 


par C. LEVADITI. 


M. Bessemans s’efforce & nouveau de réduire & néant notre 
hypothése de l’existence d'une phase infravisible dans le cycle 
évolutif du Treponema pallidum, en invoquant les données 
expérimentales que lui fournissent sa méthode, dont il soutient 
la fidélité. Ses études le conduisent ainsi 4 conclure que la 
virulence des tréponémes ganglionnaires est de beaucoup supé- 
rieure 4 celle des spirochétes syphilomalteux. Et, cependant, 
chacun sait que ces derniers réussissent & se multiplier 2m vivo 
plus rapidement que les tréponémes ganglionnaires, puisque 
dts le septitme jour, voire méme, parfois dés le troisiéme, la 
périvascularite monocytaire, apparaissant autour du greffon 
chancreux inséré sous le scrotum, est intimement liée a la 
dispersion et a la pullulation des micro-organismes spiralés. 
Mais M. Bessemans ne s’incline pas devant de pareilles consta- 
tations microscopiques, permettant de suivre pas a pas le 
processus, et seules capables de nous renseigner de visw sur 
Pévolution du virus spécifique. Il préfére les inoculations, les 
dilutions, le « seuil d’infectiosité » et les calculs mathéma- 
tiques, & l’observation microscopique de phénoménes biolo- 
giques se déroulant dans l’organisme vivant. Or, toute la 
question est la. Ce sont, précisément, de telles constatations 
histologiques, dont la finesse et la précision (sans en méconnaitre 
toutefois les difficultés techniques) égalent, pour le moins, celles 
de la méthode préconisée par le savant gantois, qui nous ont 
conduit a formuler notre hypothése, a laquelle, d'ailleurs, nous 
n'atlachons que l’importance qu'il convient d’attribuer & toute 
hypothése de travail. Ce sont elles qui nous ont obligé a recon- 
naitre que la genése des lésions syphilomateuses et spiroché- 
tiennes, provoquées par l'insertion sous-scrotale de fragments 
de ganglions de lapin ou de cerveau de souris, virulents, mais 
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pauvres en tréponémes, ou méme exempts de parasites déce- 
lables sur coupes, est régie par la loi « du tout ou rien ». 

Si donc l’on désire prouver le contraire, que lon veuille bien 
se placer dans les mémes conditions et recourir au microscope. 
Nous espérons que M. Bessemans se décidera & examiner des 
coupes en série, imprégnées convenablement d’aprés les tech- 
niques dont nous lui avons fourni nous-méme les détails, afin 
de se faire une opinion personnelle sur cc sujet. 


ETUDE MORPHOLOGIQUE DU CYCLE EVOLUTIF 
DE THE/LER/A DISPAR CHEZ LE BCQEUF ET CHEZ LA TIQUE (!) 


par Eow. SERGENT, A. DONATIEN, L. PARROT et F. LESTOQUARD. 


(Institut Pasteur d Algérie.) 


La schizogonie de Theileria dispar, agent de la theilériose 
bovine des pays méditerranéens, s’accomplit chez le bauf, la 
sporogonie chez une tique, Hyalomma mauritanicum. 


Schizogonie. 


L’inoculation par la tique, & un boeuf indemne, de sporo- 
zoites de Theilerta dispar est suivie, apres une incubation de 
quatorze jours en moyenne, d’un stade de multiplication 
asexuée des parasiles, qui se passe dans les cellules du systeme 
réticulo-endothélial. Cette pullulalion intense des Theileria 
donne lieu 4 une réaction violente de l’organisme du boyin : 
c'est acces aigu de theilériose de six jours de durée environ, 
souvent mortel, avec fiévre pouvant atteindre 42°. 

Le stade schizogonique de 7h. dispar et l’acces de premiére 
invasion commencenl et finissent en méme temps. Les formes 
schizogoniques ou « corps en grenade » ne se trouvent & l'ori- 
gine que dans le systtme lymphatique, puis elles passent dans 
la circulation générale. Ici et 1a, on les rencontre soit A l'état 
libre, soit & Vintérieur des cellules phagocytaires, réticulo- 
endothéliales : endothélium réticulaire des ganglions (2) et de 


(1) Un mémoire plus détaillé paraitra dans les Archives de l'Institut Pasteur 
ad Algérie, 14, 1936. 

(2) L’ohypertrophie des ganglions lymphatiques externes, notamment du 
préscapulaire et du précrural, est le premier signe clinique obseryé dés l’élé- 
vation de la température. Cette hypertrophie, quand elle est considérable, 


est visible a plusieurs pas de distance, et met souvent sur la voie du dia- 
gnostic de theilériose. 
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la rate, cellules de Kupffer du foie, endothéliums des vaisseaux 
sanguins et lymphatiques, histiocytes et fibrocytes du tissu 
conjonctif (XXXV)., 

Les corps en grenade libres sont, en général, de forme ronde; 
les corps en grenades intracellulaires jeunes, ronds ou ova- 
laires; en vieillissant, ils augmentent de taille et se dis- 
posent en croissant autour du noyau de la cellule. Leurs 


c D } 


Fic. 1. — A et B, Frotlis de rate d’un bovin en accés aigu de theilériose 
a Th. dispar; A, Agamontes intracellulaires; B, Gamontes libres; 
C, Frottis de sang dun bovin a la fin de l’accés aigu de theilériose. 


dimensions varientde 1 » a 415 » de diamétre, 8 » en moyenne. 
On en a vu qui alteignaient 27 ». 

Parmi les corps en grenade de Th. parva, R. Gonder (XI, 
XIII, XIV) a distingué, dans son travail malheureusement 
inachevé, des formes asexuées (agamonies) et des formes 
sexuées (gamontes). Les corps en grenade de 7h. dispar 
répondent & la méme description. 
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Acamontres. — Les agamontes (fig. 1, A, et planche en cou- 
leurs A, n° 1) qui pullulent dans les monocytes et les histio- 
cytes pendant toute la durée de l’accésaigu ont pour caractéres : 

a) Uncytoplasme aréolaire bleu pale ; 

6) Des grains de chromatine polygonaux irréguliers, angu- 
leux, de 0 u 4a 149 (moyenne, 4 ». 2) marqués souvent d’un 
point rouge sombre (nucléole ?). Nombre maximum : plusieurs 
dizaines dans le méme corps en grenade. 

Au cours de l’'accés aigu, des agamontes de 7h. dispar passent 
toujours dans le sang de la circulation périphérique, d’autant 
plus nombreux que l’accés est plus grave. C’est ce qui permet 
la transmission de l’infection par transfusion de sang prélevé a 
ce moment (1). 


Gamontes. —— A colé des agamontes apparaissent, au cours de 
acces aigu, des éléments auxquels R. Gonder a attaché, avec 
raison, semble-t-il, la signification de gamontes (fig. 1, B, et 
planche encouleurs A, n® 2 el 3). Ils se différencient des aga- 
montes par les particularités suivantes : 

a) Cytoplasme plus dense prenant plus fortement la colora- 
tion bleue de la solution de Giemsa. 

6) Grains de chromatine plus petits, bien arrondis ou ovales, 
de 0» 3 a0» 8 (moyenne 0 » 55), se colorant en rouge plus 
fortement que les agamontes. Nombre maximum : plusieurs 
centaines dans le méme corps en grenade. 


Gaweérocytes. — A la fin de l’accés aigu, les gamontes pro- 
duisent des gamétlocyles qui se fixent sur les globules rouges et 
passent ainsi dans la circulation périphérique (fig. 1, C, fig. 2, 
A, planche en couleurs, A, n° 4). 

Les gamétocytes de Th. dispar sont, en trés grande majorité, 
de petits anneaux, bleus aprés coloration, de 04.54 1. 5 de dia- 
métre avec un noyau en chaton rouge, punctiforme ou en 
croissant. [lss’allongent parfois en ovale ou en ellipse [maximum 


(t) Nous avons constaté expérimentalement, et Theiler a contirmé, que Th. 
pirva nest transmissible par inoculation de sang prélevé au moment de 
acces aigu qu’une fois sur trois ou quatre, tandis que Th. dispar, dans les 
mémes conditions, est transmissible 4 tout coup (XXIII) 
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du grand axe 2 y] (1). Ils se différencient des gamétocytes des 
autres Theileria par les caractéres ci-dessous : 


PROPORTION POUR CENT 
DES GAMETOCYTES DE FORME 
a NO aE Ta 
linéaire & noyau 
ronde ou 
. Sees 
ovalaire ; 
punctiforme  allongé 


EDC USD ONIN tals. we reyctute sa suis taceas. & 93 7 » 
Tike FOCUS G5 GOB ae Ope ee oe 18 82 » 
MIRC LOS ee ee te Se ee eee ie ee 56 » 42 


La moyenne des nombres maxima des gamétocytes observés 
est de 817 pour ! .000 globules rouges (minimum, 10; maximum, 
5.000 pour 1.000 globules rouges). On observe parfois jusqu’a 
8 gamétocytes dans un méme globule rouge. Le méme globule 
rouge peut contenir a la fois des formes rondes, des formes en 
ellipse et des formes en batonnet. 

Les gamétocytes de Th. dispar persistent pendant des années 
dans le sang de la circulation périphérique. Le bovin est le con- 
servateur de virus. Cette longue infection latente s’accompagne 
de prémunition, comme nous I’avons dit. 

Les gamétocytes ne provoquent aucune réaction mor- 
bide. Les globules rouges ne semblent pas altérés du fait 
de leur présence. Ils les transportent comme des corps 
inertes. 

D’autre part, les éléments sexués ne sont nullement essentiels 
a la vie de la Thetlerza. Nous avons montré qu’on peut, a 
volonté, priver expérimentalement les souches de 7h. dispar de 
leurs gamétocyles sans amoindrir en rien leur vitalilé. I] suffit 
de leur donner les moyens de se perpétuer par schizogonie, 
grace & des transfusions de sang prélevé aux malades en acces 
et inoculé & des animaux neufs (XXXVI). Dans ces conditions, 
les gamétocytes disparaissent, pourrait-on dire, par « suppres- 
sion d'emploi ». 


(4) Forme anaplasmoides.....-.........- 
ROLmMe SenOmd ese. tie thie cmcaioatie beter) cl cs 
Formes elliptiques) 22 0. en ra 
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Sporogonie. 


H. mauritanicum Sénevet, 1922, chez qui se déroule le stade 
sporogonique de Thetleria dispar, est une tique & deux hétes : 
la larve se fixe en automne surun mammifére (bovin, équidé), 
se gorge en onze jours, mue sur place et, devenue une nymphe, 
repique aussitot le méme hdte. La nymphe se gorge également 
en onze jours. Gorgée, elle se détache et va hiberner dans des 
fentes de rochers ou de murs. Au début de l’été, elle se réveille 
et mue; la tique adulte se fixe sur un second héte, sur lequel 
elle se nourrit pendant onze jours environ. 

Les larves-nymphes s’infectent en automne en piquant un 
bovin porteur de germes. La nymphe hibernante conserve le 
virus; le jeune adulte transmet l'infection au bovin neuf, qu’il 
pique au début de 1’été. L’infection n’est pas héréditaire chez 
la tique (XX VII, XXVIII, XXIX, XXXI, XXXII, XXXIV). 

Nous distinguerons, dans l’évolution de Th. disyar chez 
H. mauriianicum, les stades suivants : 

A. Gamétocytes dans l’intestin de la nymphe, pendant les 
premiers jours qui suivent le repas sanguin de celle-ci. 

b. Jeunes zygotes libres, puis intracellulaires dans |’intestin, 
du treiziéme au vingt et uniéme jour apres le repas. 

C. Zygotes enkystés dans la lumiére de Jinteslin de la 
nymphe, durant toute hibernation. 

D. Sporontes et sporozoites dans les glandes salivaires au 
moment de la mue nymphale et, chez l’adulte, pendant la suc- 
cion de sang bovin. 

Le seul travail complet qui ait été publié sur le cycle évolutit 
d’une Theileria chez une tique est l’excellent mémoire de 
E V. Cowdry et A. W. Ham (XXXVII) concernant |’évolution 
de Th. parva chez Rhipicephalus uppendiculatus. Nous devons 
a la grande obligeance de E. V. Cowdry d’avoir pu examiner 
ses préparations et nous lui adressons tous nos remerciements. 
Parmi les différences que présentent entre elles nos constata- 
tions et celles de Cowdry et Ham, certaines ont leur origine, 
comme on le verra plus loin, dans le fait que R. appendiculatus 
est une tique a 3 hétes, et que linfection est transmise par la 
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nymphe ou par l’adulte dés leur éclosion, tandis que H. mau- 
ritanicum est une lique & 2 hétes et que la contamination du 
beeuf s’opére par le jeune adulte seul, aprés que la nymphe 
infectée est restée plusieurs mois en sommeil hivernal. 


A. — Gamétocytes dans lintestin des larves-nymphes 
dans les jours qui suivent leur repas. 
(Fig. 2, B. Pl. en couleurs B, né tf.) 


Ae Eeoqur ET DURKEE DU STADE. — On ne retrouve les gamé- 
tocytes dans l’intestin des larves et des nymphes que pendant 
les premiers jours qui suivent l’ingestion de sang infecté et le 
repas des tiques. 


2. SiruaTion pans Les tissus. — Les gamétocytes se dégagent 
promptement des globules rouges et s’agglomérent par amas 
dans le contenu in'estinal. 


3. Moreuovocie Externe. — Les contours des gamétocytes 
libérés se modifient : ils perdent la forme arrondie (circu- 
laire, ovalaire et elliptique), quils présentent dans le sang du 
bovin et deviennent anguleux. Suivant qu’ils ont trois ou 
quatre cdtés, ils apparaissent triangulaires ou trapézoidaux. 
Pas d’éléments bacilliformes. 


4. Dimensions. — Leurs dimensions varient de 1 py 2 a2 p 2 
dans les premiers jours qui suivent le repas de la tique. 


5. Srrucrure interNe. — Le noyau présente un caractére 
nouveau : la fréquence de sa division en deux masses chro- 
matiques, le plus souvent égales. Toutefois, on en trouve qui 
sont de dimensions inégales et méme tres inégales. On peut 
se demander, comme l’a fait Cowdry pour 7hetlerra parva 
(XXXVII),s'il s'agit la de gamétes et d’un stade de fécondation, 
mais l'étude morphologique de ces trés petits éléments binu- 
cléés ne permet pas de résoudre la question. On trouve assez 
souvent des noyaux allongés, étranglés par le milieu, comme 
s’ils allaient se partager en deux. Dans quelques éléments, la 
chromaline est divisée en trois fragments. 
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Les noyaux ont la méme apparence dans les petites formes 
de 1 u 2 et dans les grandes formes de 2 » 2, mais la masse 
chromatique est proportionne!lement bien plus considérable 
dans les petites formes, dont elle occupe parfois la moitié. 

Les noyaux ont une couleur rouge foncé, plus sombre chez 
les petiles formes. 

Le cytoplasme a la méme teinte que chez les gamétocytes 
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Fic. 2. -- Gamétocytes de Th. dispar dans le sang du bovin 
et dans lestomac de la tique. 


A, Gamétocytes dans le sang du\bovin : pour plus de simplification, les 
globules rouges n’ont pas été dessinés ; B, Gamétocytes libres dans l’inteslin 
de la nymphe H. mauritanicum gorgée. 


intraglobulaires, bleudtre, avec ou sans partie médiane claire. 
Beaucoup de gamétocytes dégénérent dans lintestin de la 

tique. Le noyau disparait d’abord; le cytoplasme subsiste plus 

longtemps sous I’apparence d'une petite tache bleuatre. 


6. PassaGE A LA FORME suivante. — Aucune forme de tran- 
sition n’a été observée entre les gamétocytes du contenu intes- 
linal et les éléments qui font l'objet du chapilre suivant. Il a 
été impossible de distinguer avec siveté des macrogamétes et 
des microgamétes et de reconnaitre d'une facon certaine des 
figures de fécondation. 
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Nous n’avons pas vu chez 7h. dispar a Vétat frais, sur les 
froltis, ni dans les coupes, les formes étoilées, rayonnantes, 
arachnéides, 4 pseudopodes pointus, que R. Koch avait décrites 
comme appartenant au premier stade du développement, chez 
la tique, de Theileria parva (V) et aussi chez d'autres piro- 
plasmes. Cowdry et Ham n’ont pas vu ces formes non plus 
chez Th. parva. 


B. — Jeunes zygotes, 
du treiziéme au vingt et uniéme jour aprés le repas. 
(Pigsed, vieen con eurs Bin 2,73; 4.) 


1. Epoque er verte pu staps. — Lorsque les gamétocytes, 
encore reconnaissables bien qu’évolués, ne sont plus visibles 
dans l’intestin des nymphes gorgées, il devient difficile de 
suivre le sort des Thezleria. L’examen comparatif des tissus et 
des organes de tiques nourries sur des veaux infectés et de 
tiques neuves nourries sur des veaux neufs permet seul 
d’interpréter comme des formes issues des gamétocytes, les 
éléments que l’on observe chez les tiques infectées et qui 
manquent chez les neuves. 


2. SiruaTION DANS LES TISsus. — Les figures que l’on peut 
rattacher au cycle évolulif de Th. dispar sont trouvées dans la 
lumiére et a lintérieur des cellules épithéliales du tube inles- 
tinal. Les cellules qu’elles occupent semblent étre aussi bien 
les cellules sessiles que les cellules pédonculées. 


3. MoreHoLocig Externe. — Ce sont des éléments de forme 
arrondie ou bien polygonale trés irréguliére, & bords courbes, 
sinueux, & échancrures concaves du cété extérieur, analogues 
a ceux que Cowdry et [lam ont décrils, dans leur mémoire sur 
Vévolution de Th. parva, comme des zygotes. 


4. Dimenstons. — Chez les tiques repues et détachées de 
leur héte depuis deux semaines, ils mesurent 5 » en moyenne 
(minimum 2 ». 5, maximum 12 ») de diamétre. 

Au bout de la troisiéme semaine, ils atteignent en moyenne 
7» 5 (minimum 4», maximum 17 »). Dans des coupes en 
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Fie, 3. — Jeunes zygotes de Th. dispar dans lintestin de hnymphes de mau- 
ritanicum entre le treiziéme et le vingt et uniéme jour apres la fin du 
repas. 


4-11, Formes libres dans la lumiére de l’intestin 


; 12 et 13, Zygotes dans 
des cellules libres dans la lumiére de l’intestin, 
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série de 3 ».d’épaisseur, on retrouve le méme zygote dans 2 ou 
3 coupes successives. 


5. STRUCTURE INTERNE. — Ces zygotes ont une structure aréo- 
laire caractéristique, sans trace de chromatine. Un réseau tras 
foncé enserre, dans des mailles.rondes, inégales, des cercles de 
cytoplasme plus clair. Une fois sur cing, une des aréoles est 
beaucoup plus grande que les autres, avec un bord circulaire 
bien marqué et comme renflé. Cette grande aréole centrale 
mesure 2». 5 de diamétre en moyenne. 

Tout l’élément est bleu, les différences entre le fond du cyto- 
plasme et le réseau rond ne consistant que dans l’intensité de 
la teinte. Le réseau est d’un bleu assez vif et pur, les aréoles 
d’un bleu passé, uni, tendant au mauve éteint. 

L’irrégularité des contours fait supposer l’absence de cuticule 
solide. 


6. PassaGE A LA FORME SUIVANTE. — Ces jeunes zygotes, dif- 
ficiles & mettre en évidence, se raltachent aux corps suivants, 
beaucoup plus visibles, par des formes de transilion. 


C. — Zygotes enkystés pendant le semestre d hibernation 
de la nymphe gorgée. 
(Hise 45 Pl--en couleurs’ Gb, n° 55%, 14. 


1. Eeooue er purse pu stape. — A partir de la troisitme 
semaine qui suit le repas de la nymphe, les zygotes se pré- 
sentent sous un nouvel aspect : ils sont enfermés dans une 
coque kystique qu’ils conservent, pendant les six mois d’hiber- 
nalion jusqu’au moment de la mue de la nymphe. 


2. SrruatIoN DANS Les TIssus. — Les zygotes enkystés ne 
sont jamais intracellulaires (sauf peut-étre un cas ot Ton a vu 
un kyste qui paraissait étre logé dans une cellule épithéliale). 
On lesa observés libres dans la lumiére de |’intestin, au milieu 
du magma rose du résidu sanguin. Parfois, sur les coupes 
— mais peul-étre n’est-ce qu'un artifice de préparation — on 
les trouve hors des tissus, comme s’ils étaient dans la cavité 
générale de la tique. 
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3. Morpnotocie exteRNE. — Les zygotes enkystés sont 
arrondis, parfois parfaitement circulaires, le plus souvent légé- 
rement ovalaires ou elliptiques, trés rarement polygonaux. 
Un espace clair qui mesure de 0 ». 78048 sépare le zygote de 
son kyste. Chez le zygote qui vient de s’enkyster (par exemple 
le vingt-quatriéme jour aprés le repas de la nymphe) la mem- 
brane kystique est tendue et gonflée, elle entoure le zygote 4 
{ » de distance (fig. 4, n° 1). Plus tard, au cours de l’hiberna- 


Fic. 4. — Zygotes enkystés dans |’intestin de nymphes en hibernation. 


4, Zygote récemment enkysté : le kyste est encore bien arrondi ; 2, 3, 4 
5, Zygotes enkystés au cours de l’hibernalion; 6, Zygote récemment dés- 
enkysté aprés la fin de l’hibernation (deux jours avant la mue). 


’ 


tion, elle se plisse, comme dégonflée (fig. 4, n° 2,3, 4, 5. Pl.en 
couleurs B, n° 5, 6). Sil’on fait varier le point du microscope, 
on voit la capsule rétraclée et comme fripée dessiner des plis 
autour du zygote, 4 la fagon d’une étoffe qui se casse en for- 
mant des angles. Cette membrane kystique, qui n’est jamais 
rompue, semble trés mince. 


4. Dimensions. — Le zygote mesure dans son plus grand dia- 
métre 6 » 6 en moyenne (minimum 5 », maximum 8 4»). Le 


\ 


kyste mesure en moyenne 8 » 2 (minimum 7 », maximum 9 u). 


THEILERIA DISPAR CHEZ LE BORUF ET CHEZ LA TIQUE 4 


3. STRuctuRE iNTERNB. — Le cytoplasme du zygote enkysté 
est bleu comme celui du jeune zygote, mais d’un bleu plus 
foncé, et d’une teinte trés particuliére, celle du bleu nattier ou 
du bleu électrique; il offre un aspect réticulé, aréolaire, comme 
le jeune zygote. Il existe toujours, au centre, une grande 
aréole parfaitement circulaire, comme celle que nous avons déja 
décrite dans un certain nombre de jeunes zygotes, de teinte 
bleue unie, plus claire que celle du cyloplasme. L’aréole cen- 
trale est bordée d’un cercle bleu foncé, et marquée en son 
centre par un point bleu trés foncé. Le diamétre de l’aréole 
centrale atleint en moyenne 2». 4 (minimum 24, maximum 
2 u 7). On ne voit pas de trace de chromatine. 


6. PassacGe A LA ForME sutvante. — A la fin de hibernation, 
un peu avant la mue et pendant la mue, les zygotes enkystés 
évoluent. Déja quelques jours avant la mue de la nymphe, au 
mois de juin, ils commencent par perdre leur enveloppe kys- 
tique. Puis, ainsi décapsulés, ils augmentent de volume, tout 
en conservant leur forme arrondie (ovalaire ou elliptique) et la 
chromatine reparait. Le plus grand diamétre des zygotes 
encapsulés était, en moyenne, pendant l’hibernation, de 6 pv. 6 
(minimum 5 », maximum 8»). Au moment de la mue, la taille 
moyenne des zygotes désenkystés est de 7 ».6 (minimum 6 », 
maximum 10 »). [fig. 4, n° 6, pl. en couleurs, B, n° 7]. 

Les derniéres formes enkystées ont été vues, dans |’intestin 
d’une nymphe, un jour avant la mue. Les premiers zygotes 
libérés de leur kyste ont apparu, un jour avant la mue, dans 
Vintestin. A partir du deuxiéme jour aprés la mue, on Jes 
retrouve a l’intérieur des acini des glandes salivaires (fig. 6, 
n° 14). On n’a pas observé de formes pouvant étre rapportées 
avec stireté a des ookinétes. 


D. — Sporontes et sporozoites chez les tiques adultes 
piquant un bovin. 
(Fig. 5 et 6, Pl. en couleurs C, n° 4). 


4. Eeogue er purge pu stapeE. — Les sporontes apparais- 
sent dans les glandes salivaires le troisiéme ou le quatriéme 
jour aprés que la tique adulle s’est fixée sur un bovin. On les 
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trouve encore au moment ou la tique adulte gorgée se détache 
de l’héte, c’est-a-dire aprés le onzi¢me ou le douziéme jour de 
succion. On trouve dans la méme grappe glandulaire des spo- 
rontes a tous les stades de leur développement. 


2. SrrvaTion DANS LEs tissus. — Les sporontes jeunes ne se 
rencontrent qu’a l’intérieur des cellules des glandes salivaires 
acineuses. Les cellules parasitées s’hypertrophient, ainsi que 
leurs noyaux et les nucléoles. Le cytoplasme disparait, les 
noyaux se gonflent puis se désintégrent et ne laissent plus que 
des lambeaux de chromatine accolés aux sporontes. Lorsque les 
sporontes alteignent leur plein développement, la cellule aci- 


Fic. 5. — 3 acini de H. maurilanicum adultes parasités par des sporontes 
du quatri¢me au sixiéme jour de la succion. 


4, Sporonte disposé en calotte ; 2. Sporonte disposé en coin; 3, Sporonte 
ayant envahi presque tout l’acinus. 


neuse comprimée el dégénérée disparait et le sporonte devient 
libre dans |’acinus. 

On n’a jamais trouvé de sporontes dans les glandes tubuleuses 
qu’Elmassian considérait comme des glandes salivaires. 
L’épreuve expérimentale confirme cette observation morpholo- 
gique. Des glandes acineuses de tiques infectées, soigneusement 
disséquées, broyées et inoculées sous fa peau d’un bovin, 
infectent celui-ci. Des glandes tubuleuses des mémes tiques 
disséquées el inoculées de méme a un autre bovin, ne l'infectent 


pas (Voir les expériences rapportées & la fin. de ce mémoire, 
paragraphe +4). 


3. Morpxouocie Externe. — Dans la cellule acineuse, le jeune 
sporonte apparait comme une calotte ou un coin a base 
externe (fig. 5, n°* 1 et 2). Trés souple, il s’étend, 4 mesure 
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quil grossit, entre la cuticule et le noyau de cette premiére 
cellule, puis il envahit les autres cellules, de sorte qu’il finit 
par occuper l’acinus tout entier ou ne subsistent que des restes 
de noyaux qu'il entoure (fig. 5, n° 3). 


4. Dimenstons. — Le sporonte « en calotte » dans la cellule 
acineuse et allongé en forme de boudin arrive & mesurer 48 p. 
sur 10%, et méme 60 » sur 14 v (fig. 5, n° 1), 

On a noté pour des sporontes cunéiformes occupant un sec- 
teur de cercle des dimensions de 42 » sur 30 p, de 50. u sur 3%p, 
dans des acini de 50 ou 60 » (fig. 5, n° 2). 

Les sporontes mirrs arrivés au terme de leur développement, 
libérés des restes de leur cellule-héte, et ayant pris une forme 
arrondie, atteignent presque le volume d'un acinus (fig. 5, n° 3). 
Certains mesurent 50» de diamétre dans un acinus de 60 u, ou 
60 » dans un acinus de 70 ». Dans les coupes en série, épaisses 
de 5y, on a pu suivre les mémes sporontes sur une dizaine «de 
coupes successives. Des sporontes libres dans des acini mesurent 
70 et méme 85 u. 


5. SrrvctURE INTERNE. — Les jeunes sporontes sont constitués 
par une masse grumeleuse, dont la teinte varie suivant les 
préparations et suivant que la coloration par le Giemsa a été 
suivie ou non d’un traitement par le permanganate. Ils sont 
bleus, ou roses, ou mauves, sans trace de chromatine. Leur 
teinte contraste toujours nettement avec celle des tissus des 
acini. On ne les a pas vus entourés d'un halo net. 

Au sein de cette substance amorphe, de pelites masses 
arrondies se différencient, souvent oblongues, d'une teinte 
unie, jaune-gris pale, de 2.4 4 ». de diamétre, qui vont donner 
les sporoblastes. On n’a pas conslaté, comme Cowdry et Ham 
chez Th. parva, que les sporoblastes fissent saillic, tels des 
bourgeons, & la surface du sporonte. 

Dans ces masses arrondies (rondes, ovalaires ou elliptiques), 
la chromaline apparait sous la forme d'un grain irrégulier 
brun-rouge foncé (fig. 6, n° 2). Lorsque ce grain atteint environ 
1 y, il s’entoure d’un halo netiement circulaire de 15 a2 u de 
diamétre. Ce halo n’est que l’annonce d’une vacuole qui se 
constitue bientét autour du grain de chromatine. A mesure 
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que le grain de chromatine grossit et sallonge, Ja vacuole 
s’agrandit aux dépens de la masse younlererrs environnante ; 
lorsque le batonnet de chromatine est arrivé asa taille maxima 
(2.5), la vacuole a détruit toute la masse jaune-gris et mesure 
de 3 a4 de diamétre : le sporoblaste est constitué (fig. 6, n° 3, 
pl. en couleur C, n° 1). 
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Fic. 6. — Glandes salivaires infectées 
(du premier au sixiéme jour de la succion),. 


1, Trés jeune sporonte; 2, Les sporoblastes commencent a s individualiser 
a Vintérieur du sporonte ; 3, Sporoblastes murs; 4, Sporozoites. 


Les sporoblastes s'individualisent en méme temps dans toute 
l'épaisseur du sporonte. On les retrouve en égal nombre dans 
toutes les parties des coupes en série d'un méme sporonle. 
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La chromatine du sporoblaste a une forme anguleuse toujours 
irréguliére, et le plus souvent allongée ou cunéiforme. Elle 
mesure de 148 2u5 de longueur (moyenne 1p. 7). On note 
par exemple 25 sur 2 4, 2» sur Iu. Les vacuoles qui 
entourent et quien épousent la forme allongée mesurent de 
2.583 » 2 dans leur plus grande dimension. 

La teinte de la chromatine du sporoblaste est inégale. Sur 
un fond rose ou rouge se détachent plusieurs granulations 
punctiformes trés foncées. 

A un stade ultérieur, la masse chromatique des sporoblastes 
se fragmente el se répartit dans le sporonte en fines granulations 
d'un rose vif qui vont donner les sporozoites. Au stade ultime, 
qui commence vers le troisi¢me jour de la fixation de la tique 
sur le bovin, les sporozoites sont constitués (fig. 6, n° 4, pl. en 
couleur C, n° 2). Ce sont de tout petits grains de forme arrondie 
de 0 u4 ou 0» 5 de diamétre (maximum 1 »), composés d'un 
petit globule bleu et d’un grain de chromatine rose, punctiforme 
ou en croissant. La structure des sporozoites ressemble étran- 
gement a celle des gamétocytes du sang des bovins. Le sporonte 
contenait des centaines de sporoblastes. Ceux-ci ont produit 
une multitude de sporozoites. Les sporozoites s’éparpillent dans 
Ja cavité de l’acinus. 

On distingue au milieu d’eux de trés pales masses amorphes 
mauve eflacé oblongues, de 0 » 6a 245 dans leur plus grande 
dimension, représentant sans doute des débris résiduaires des 
sporoblastes. 

La cuticule des sporontes est invisible; elle doit étre trés 
mince car elle se rompt sans laisser de traces lorsque les sporo- 
zoites se répandent dans la cavité de l’acinus. 

On trouve des sporozoites mtirs et en liberté dans l’acinus, 
dés le quatriéme jour aprés la fixation de la tique adulte sur un 


animal. 
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Quelques faits expérimentaux 
corrélatifs aux observations morphologiques. 


1. EXAMEN MORPHOLOGIQUE DE TIQUES EN ETAT D’INFECTION PURE, 
ET, A TITRE DE COMPARAISON, DE TIQUES NEUVES. 


Les expériences de laboratoire ont montré que l’infection par 
Theileria dispar n’est pas héréditaire chez la tique Hyalomma 
mauritanicum. Les expériences ont montré aussi que H. mau- 
ritanicum ne transmet aucune des autres « piroplasmoses » 
bovines de ]’Afrique du Nord : piroplasmose vraie a Piroplasma 
bigeminum, babésiellose & Babesiella berbera, anaplasmose a 
Anaplasma marginale, theilériose & Theilerza mutans. On a done 
pu préparer, pour l'étude de l’évolution du parasite de la thei- 
lériose méditerranéenne chez la tique, un matériel d’observa- 
tion offrant toutes les garanties d’une infection pure a Th. dispar 
en faisant piquer des larves de H. mauritanicum nées au labo- 
ratoire sur des bovins porleurs de gamétocytes. D’autre part, 
de bons témoins étaient constitués par des H. mauritanicum 
des mémes élevages, nourris  |’état larvaire sur des bovins de 
méme espéce, stirement neufs, importés de France et conservés 
dans des étables a l’épreuve des tiques. 

Les formes dévolution décrites dans ce mémoire ont été 
observées chez des tiques infectées au laboratoire, et n’ont 
jamais été vues chez des tiques nourries sur des veaux neufs. 

Dans les expériences réalisées jusqu’a présent, aucune autre 
tique nord-africaine que H. mauritanicum n’a transmis Th. 
dispar au bovin, En particulier, Rhipicephalus bursa, que sa 
distribution saisonniére et géographique avait pu faire soup- 
gonner, n’a jamais transmis la theilériose 4 Th. dispar, qu il 
se soit agi d’exemplaires capturés dans des lieux contaminés, 
ou d’exemplaires nés et élevés au laboratoire. Corrélativement, 
la dissection de nombreux RA. bursa n’a jamais montré de 
formes semblables & celles que l’on trouve chez les H. maurita- 
nicum infectés par Th. dispar. 

Les H. {mauritanicum disséqués sont tras souvent infectés, 
soit au stade de larve-nymphe, soit au stade adulte, par d'autres 
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parasites quin‘ont rien a faire avec Th. dispar. On les retrouve 
chez les tiques neuves aussi bien que chez les tiques a Th, 
dispar. La description en sera donnée ultérieurement. 


2. L’OBSERVATION MORPHOLOGIQUE ET L’ EXPERIMENTATION 
CONCOURENT A MONTRER 
QUE LES PETITES FORMES INTRAGLOBULAIRES DE « THEILERIA », 
DU SANG DFS BOVINS, SONT DES GAMETOCYTES. 


a) Lorsque l’on fait passer en série une souche de Th. dispar 
de bovin infecté & bovin neuf par transfusion de sang, on observe 
chez le beeuf, dans les cellules du systéme réticulo-endothélial, 
au moment de l’accés d’invasion, une division schizogonique 
abondante des corps en grenade, mais une telle souche con- 
servée par transfusion de sang ne produit plus de petites formes 
intraglobulaires, aprés quelques passages. 

6) Silon nourrit des larves de tiques avec du sang de bceuf 
theilérié quine contient plus de petites formes intraglobulaires, 
ces larves ne deviennent pas infectantes pour des bovins neufs. 
Avant de disparaitre totalement, les derniéres petites formes 
intraglobulaires qui s’observent dans les globules rouges des 
bovins infectés par transfusion de sang sont devenues infé- 
condes; elles n’infectent pas les tiques. 

c) Si lon étudie les frottis et les coupes des tissus de ces 
tiques, on n’y trouve jamais ni zygotes ni sporontes. 

Les petites formes intraglobulaires sont donc bien toutes des 
gamétocytes. 


Expériences. 


1° Des H. maurifanicum sont nourries au stade de larves- 
nymphes sur des bovins qui ont été infectés par piqare de tiques 
et qui sont porteurs de petites formes intraglobulaires. Elles 
piquent, au stade adulte, 96 bovins : tous contractent la thei- 
lériose. | 

2° Des H. mauritanicum des mémes élevages sont nourries au 
stade de larves-nymphes sur des bovins qui ont été infectés par 
transfusion de sang et dont les globules rouges ne contiennent 
pas de petites formes parasitaires. Elles piquent au stade adulte 
25 bovins : aucun ne contracte la theilériose (XXXVI). 
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3° Des H. mauritanicum sont nourries, au stade de larves- 
nymphes, sur le veau DS en accés aigu de theilériose, dont le 
sang contient 600 petites formes annulaires et quia été infecté 
par inoculation du sang du veau C67, contaminé lui-méme, 
anlérieurement, par des tiques. Les tiques qui, au slade larvaire 
et nymphal ont piqué le veau D5, sont placées, parvenues au 
stade adulte, sur 3 veaux neufs C 63, C 81, C 93. Ceux-ci reslent 
indemnes. Le pouvoir infectant du sang pour les tiques dispa- 
rait donc avant que disparaissent les gamétocytes. Il faut done 
admettre que ceux-ci sont devenus slériles dés le premier pas- 
sage par transfusion de sang. 


3. CAs EXCEPTIONNEL 
ou pes « HI. MAURITANICUM » VIVENT SUR TROIS HOTES. 


Dans les conditions normales, la Jarve et la nymphe de 
H. mauritanicum se nourrissent successivemenl, sans aucun 
intervalle de temps, sur le méme bovin. On ne trouve donc 
jamais chez la larve de formes pouvant élre rapportées & un 
stade postérieur au stade de gamétocytes. Cependant, il arrive, 
lrés rarement, que la larve gorgée, au lieu de muer sur place 
et de repiquer aussildt a l’élat de nymphe et presque au méme 
point l’animal-hote, se détache et mue dans le milieu extérieur. 

Deux cas peuvent se produire : la larve gorgée, qui se 
détache de son hdte et mue dans le milieu extérieur, peut 
piquer un second bovin tout de suite aprés la mue, ou bien 
quelque temps aprés. On congoit que, dans le premier cas, 
Th. dispar n’ait pas le temps d’évoluer chez la larve-nymphe, 
dans le second cas elle en a le temps. 

Les recherches expérimentales démontrent l’exactitude de 
cette double hypothése. 


Expériences. 


a) Nymphe piquant tout de suite apres la mue. 

1° Le 21 et le 25 septembre 1933, le veau S 8% recoit 20 2 
et 104 de H. mauritanicum infectés. Il fait un acces violent de 
theilériose, auquel il succombe le 18° jour. 
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Incubation thermique : 12 jours. 

Incubation parasitaire (corps en grenade) : 13 jours. 
Incubation parasitaire (gamétocytes) : 13 jours. 
Durée de l’accés thermique : 45 jours. 

Durée de l’accés parasitaire : 17 jours. 

Maximum de l'accés thermique : 41°2. 

Maximum des parasites : 2.000 pour 1.000 g. r. 


Le 29 septembre et le 1° octobre 1933, on met sur le veau, 
pendant l’incubalion de l’accés, 50 larves de H. mauritanicum. 
Le 6, le 9, le 14, le 16 et le 19 octobre 1933, pendant l’acces, 
on met sur le veau 450 larves. 

Le 21 octobre 1933, le veau S84 meurt de theilériose. Le 
méme jour, on recueille sur le veau mourant une tique qui 
vient de muer de larve en nymphe. 

Le méme jour, 21 octobre 1933, cette nymphe est mise sur 
le veau neuf S80 qu'elle pique. 

Le veau S80 ne s'infecte pas. 

Le 28 octobre 1933, la nymphe gorgée se détache et est 
recueillie. 

2° La nymphe recueillie le 28 octobre 1933 hiberne au Jabo- 
ratoire et mue le 6 juin 1934 en une @. 

Le 9 aotit 1934, cette Q est mise sur le veau neuf O78, qui 
fait un accés de theilériose. 


Incubation thermique : 29 jours. 

Incubation parasitaire (gamétocytes) : 35 jours. 
Durée de l’accés thermique : 4 jours. 

Durée de l'accés parasitaire : 17 jours. 
Maximum de l’accés thermique: 41°. 
Maximum parasitaire : 10 pour 1.090 g. r. 


En résumé, une tigue infectée au slade larvaire et piquant 
un veau neuf toul de suite aprés avoir mué en nymphe ne l’a 
pas infecté, mais, devenue adulte, 10 mois plus tard elle infecte 
un second veau neuf. 

b) Nymphes piquant plusieurs jours apres la mue. 

1° Des larves neuves nourries a partir du 23 septembre 1930 
sur des veaux en accés se délachent, fait exceptionnel, lors- 
qu’elles sont gorgées, entre le 6 et le 9 octobre 1930 et muent 
au laboratoire du 6 au 15 octobre 1930 (série X 42). 

87 nymphes de cette série X42 (lot XII) sont placées le 
45 octobre 1930 sur le veau C79, 40 sur le veau C83. Celui-ci 
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n’est pas infecté. Au contraire, le veau C79 fait un accés de 
theilériose. 


Pas d’accés thermique. 

Incubation parasitaire : dix-neuf jours. 

Durée de l’accés parasitaire : trente-six jours. 

Maximum de parasites intraglobulaires : 150 pour 1.000 globules rouges. 


Guérison. 


2° Les adultes issus des nymphes qui ont infecté le veau C79 
sont transportés, apres la mue, sur un bovin neuf et sensible. 
Le 29 juin 1931, 7 femelles et 6 males sont placés sur le veau 
neuf B75. Résultat négatif. 

En résumé, des tiques qui se sont infectées au stade larvaire 
sur des veaux & Th. dispar et qui ont été conservées plusieurs 
jours au laboratoire avant de piquer au stade de nymphe deux 
veaux neufs en infectent un sur deux; les mémes tiques par- 
venues au stade adulle n’infectent pas un autre bovin neuf 
et sensible. 


En conclusion, d’aprés ces expériences, des tiques infectées 
au stade larvaire ne sont infectantes au stade nymphal que s'il 
s’écoule entre les deux repas de la larve et de la nymphe un 
intervalle de temps suffisant pour !’évolution sporogonique de 
Th. dispar. 

D’autre part, les tiques qui ont été infeclantes au stade 
nymphal ne le sont plus au stade adulte, comme si une seule 
piqire suffisait & vider les glandes salivaires de leurs sporo- 
zoites. 


4. PARML LES GLANDES QUI ONT PU BTRE CONSIDEREES 
COMME DES GLANDES SALIVAIRES, 
SEULES LES ACINEUSES SONT INFECTEES 
PAR LES SPORONTES DE « TH. DISPAR ». 


Des larves-nymphes de H. mauritanicum piquent au labora- 
toire, en novembre 1931, 2 veaux porteurs de germes. 
12 nymphes hibernent pendant huit mois et muent entre le 13 
et le 20 juin 1932. Le 5 juillet 1932, c’est-a-dire plus de quinze 
jours aprés la mue, les 12 tiques (7 femelles et 5 males) sont 
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placées sur les veaux neufs B98 et S2. Aprés quatre jours de 
succion, les 12 tiques sont prélevées, disséquées. Leurs glandes 
acineuses sont inoculées, sans étre broyées, au veau neuf B48 
qui commence le 11 aodt un accés de theilériose, avec de nom- 
breux corps en grenade dans le foie. Le veau succombe a la 
theilériose. 

Le méme jour, les glandes tubuleuses des mémes tiques sont 
inoculées sous la peau du veau neuf D717, qui ne s’infecte pas. 


5. Les SPOROZOITES PASSENT DANS L’ORGANISME DU BOVIN 
SURTOUT A PARTIR DU TROISIEME JOUR 
APRES LA FIXATION DE LA TIQUE SUR LE BOVIN. 


Cette donnée expérimentale coincide avec l’observation mor- 
phologique (1). 

Le 5 juillet 1930, a 19 heures, 4 lots de 60 H. mauritanicum 
2 S, sirement infectés, sont mis sur les veaux C 48, C49, C 46 
et C 47. 

Les veaux C 46 et C 47, gardés comme témoins de l’infection 
font, aprés une incubation de douze jours et de quatorze jours, 
des accés graves de theilériose, avec corps en grenade nombreux 
dans le foie et pour chacun on compte 3.000 gamétocytes dans 
le sang pour 1.000 globules rouges. 

Les 60 tiques placées sur le veau C 48 et les 60 autres placées 
sur le veau C 49 n’y sont laissées que soixante heures. 

Le 8 juillet, 4 7 heures, aprés soixante heures exactement, on 
détache avec précaution les 120 tiques fixées sur les veaux 
C48 et C49. Parmi ces tiques, 106 ont une armature buccale 
intacte et sont trés vives. On les place, a 19 heures, le méme 
jour, & la soixante-douziéme heure, sur le veau neuf C 55. Elles 
se fixent & nouveau. Le neuviéme jour, le 17 juillet, la fiévre 
s’éleve, Vaccés aigu se déclare avec corps en grenade dans le 
foie et la rate ct le veau C55 meurt de theilériose. 

Des deux veaux C48 et C49, qui n'ont gardé les tiques que 
soixante heures, le veau C 49 fait un accés de theilériose normal, 
mais le veau C48 reste en bonne santé. 


(1) Pour Theileria parva, le méme fait expérimental a élé établi par 
G. H. F. Nuttall et E. Hindle (XV) et observation morphologique a été faite 
par E. V. Cowdry et A. W. Ham (XXXVII). 
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Ainsi donc, dans un cas sur deux, le virus n’est pas passé 
dans la salive au cours des soixante premiéres heures de succion, 
tandis qu'il est passé en abondance, au contraire, aprés la 
soixante-douziéme heure. 

L’expérience rapportée au paragraphe précédent (n° 4), 
fournit un autre exemple du délai nécessaire pour que la piqtire 
d'une tique devienne infectante. On laisse 12 tiques sirement 
infeclées piquer les veaux B98 et S 2 pendant quatre jours, puis 
on les enléve. Ces deux veaux ne s’infeclent pas. On disséque 
les 12 tiques le quatriéme jour aprés qu’elles ont commencé a 
piquer et on inocule leurs glandes salivaires & un veau neuf. 
Celui-ci s’infecte. 

Le temps qui s’écoule avant qu'une tique fixée sur un veau 
le contamine correspond au délai que l’examen microscopique 
des glandes acineuses révéle comme nécessaire pour la malura- 
tion des sporontes. 


Résumé. 


Le cycle schizogonique de Th. dispar s’accomplit dans les 
cellules du systéme réliculo-endothélial du beeuf et provoque 
chez celui-ci une maladie grave. La theilériose bovine est donc 
une maladie du systéme réticulo-endothélial. 

Le cycle sporogonique s’accomplit chez la tique H. maurita- 
nicum dans l’espace d’une génération : de la larve-nymphe qui 
s'infecte sur les boeufs porteurs de germes a l’adulte, qui infecte 
les boeufs neufs. Il comporte successivement des gamontes, des 
gamétocytes et gamétes, des zygoles, des sporontes et sporo- 
blastes et des sporozoites. 

Les gamontes, formés dans les cellules du systéme réticulo- 
endothélial du boeuf, donnent des gamétocytes qui se fixent sur 
les globules rouges et sont ainsi transportés dans la circulation 
générale. 

Les gamétocytes ingérés avec le sang par la larve-nymplie 
se transforment en zygotes. Les zygotes se logent dans les cel- 
lules épithéliales de lintestin de la nymphe, puis s'enkystent 
et subsistent en cet état dans la lumiére de l'intesiin pendant 
les six ou huit mois que dure hibernation de la nymphe. 

Au moment du réveil et de la mue de la nymphe, les zygotes 
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perdent leur kyste et gagnent les glandes salivaires acineuses. 
[ls pénétrent dans les cellules des acini et y forment des spo- 
rontes. Les sporontes donnent naissance, en trois ou quatre 


jours, a des 


sporoblastes, lesquels produisent une multitude de 


sporozoites qui se déversent dans les conduits salivaires. 


I. 1903- 


IJ. 1903. 


III. 1904. 


IV. 1904. 


V. 1905. 


VI. 1906. 


VII. 1906. 


VIII. 1907. 


IX. 1907. 
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EXPLICATION DE LA PLANCHE EN COULEURS 


A. Evolution chez le bovin. 1, 2, 3, Frottis de rate au cours de l’accés aigu ; 
4, Agamontes intracellulaires; 2, Gamontes intracellulaires ; 3, Gamontes 
libres; 4, Gamétocytes dans un globule rouge. 


B. Evolution dans l'intestin de la nymphe. 1, Quelques grandes formes de 
gamétocytes dans la lumiére de l’intestin peu apres le rassasiement ; 
9-3, Zygotes libres dans la lumiére de l'intestin treize jours apres le rassa- 
siement; 4, Zygote intracellulaire dans une cellule épithéliale de lintestin 
vingt jours apres le rassasiement; 5-6, Zygoles enkystés dans l’inteslin au 
cours de l'hibernation de la tique; 7, Zygote désenkysté A l’/époque de la 
mue de la nymphe. La chromatine reparait. 


GC. Evolution dans les glandes salivaires de la tique adulte. 1, Sporonte 
avec sporoblastes murs dans une cellule acineuse au quatri¢me jour de la 
succion; 2, Sporozoites se répandant dans la lumiére de l’acinus au sixiéme 


jour de la succion. 


HEMOLYSE ET CHOLESTEROLOGENESE 


par V. pe LAVERGNE et P. KISSEL. 


Depuis le mémoire initial de Froin, on sait ce qu'il advient de 
l'hémoglobine, en cas d’atteinte ou de lyse des hématies : elle 
diffuse et se transforme en pigment biliaire. Mais, dans les 
mémes circonstances, les éléments qui composent le stroma 
globulaire doivent aussi se trouver mis en liberté. Si bien que 
hémolyse, facteur de biligénie, doit étre, en méme temps, 
facteur de cholestérologénése. 

Tel est le probleme que nous avons abordé. I] est, en effet, 
bien connu que le cholestérol est un des constituants fonda- 
mentaux du stroma des hématies, et qu'il s’y trouve en abon- 
dance. Suivant les espéces, les diverses hématies en renferment 
plus ou moins. Mais les hématies dont la teneur est le plus 
faible, celles du lapin, en contiennent cependant 1 gramme 
pour 1.000, d’aprés Mayer et Schaefer. Les plus riches, comme 
celles du mouton, 1 gr. 46. Et chez homme, le taux moyen 
en est de 1 gr. 50. 

Il s’ensuit donc qu'une hémolyse un peu massive doit enri- 
chir notablement le milieu ambiant en cholestérol. Et la seule 
destruction globulaire qui se produit, en dehors de tout pro- 
cessus pathologique, au titre de fragilisition et d’usure pbysio- 
logique, pourrait bien représenter une somme de cholestérol 
qui n'est pas négligeable. 

Cette question, cependant, ne semble pas avoir été traitée 
de fagon sy~tématique. Le travail de Kusumolo est le seul, a 
notre connaissance, qui ait été entrepris & ce sujet. L’auteur 
japonais a soumis des animaux d’expérience a une inloxication 
par la toluyléne-diamine. Une hémolyse se produit, avec aug- 
mentation notable de la cholestérolémie. Ces constatations, qui 
montrent que lhémolyse est bien un facleur important de 
cholestérologénése, ne sont pas a l'abri de toute critique. La 
toluyléne-diamine est, en effet, non seulement un poison du 
Sung, mais aussi un poison du foie. Et I’hépatite qui résulte de 
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son aclion est capable, a elle seule, d'élever le taux du choles- 
térol plasmatique. 

Nous avons donc entrepris des expériences sur cette question. 

Nous rappo:terons ici : 

1° Les résultats de l’expérimentation in vitro; 

2° Les résultats de l’expérimentation in vivo; 

3° Les résultats d’analyses faites au cours de processus 
d’hémolyse locale chez homme. 


I. — Etude expérimentale /n vitro. 


Rappelons tout d’abord notre point de départ : les hématies 
renferment une forte proportion de cholestérol ; quand elles 
sont lysées, quel est le sort de ce cholestérol? Est-il, comme il 
est plausible, libéré et se répand-il dans le milieu ambiant, dans 
le plasma? 

Une question préalable se pose, celle de savoir si, en l’absence 
de toute allération globulaire, de toute hémolyse, des échanges 
de cholestérol peuvent se produire entre les globules rouges et 
le plasma. On sait, en effet, que certaines substances, telle 
Vurée, franchissent aisément les parois cellulaires, de sorte 
que Je taux de l'urée globulaire ne différe jamais sensiblement 
de celui de l'urée plasmatique. 

Le méme phénoméne se produit-il pour le cholestérol, ce qui 
serait de nature a modifier le résultat des expériences d’hémo- 
lyse? Il ne le semble pas. 

Nous savons, en effet, que le taux du cholestérol globulaire 
est remarquablement fixe, malgré des variations importantes, 
de l’ordre de plusieurs grammes, du cholestérol plasmatique. 

Cependant, quelques auteurs ont admis la réalité du passage 
réversible du cholestérol du plasma sur les globules. Dosant le 
cholestérol du sérum comparativement a l’entrée et a la sortie 
des poumons, MM. Soula et Bugnard se sont rendu compte 
que le sérum veineux (artere pulmonaire) est toujours plus 
riche en cholestérol que le sérum artériel (veine pulmonaire). 
La traversée pulmonaire se solde par une perte du sérum en 
cholestérol. 

Mais si l’on dose, non plus le cholestérol sérique ou plasma- 
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tique, mais le cholestérol globulaire, on constaterait, au con- 
traire, que les hématies du sang artériel sont plus riches en 
cholestérol que les hématies du sang veineux. Tout se passe, 
d’aprés MM. Soula et Bugnard, comme si, au cours de la tra- 
versée pulmonaire, une partie du cholestérol plasmatique se 
fixait sur les globules rouges. La mobilisation inverse se pro- 
duirait dans lintimité des tissus. 

Ces phénoménes de régulation cholestérolémique seraient 
régis, d’aprés Bugnard, par l’équilibre acido-basique du sang et 
liés aux échanges gazeux : l’excés de CO? dans le sang détermi- 
nerait le déplacement du cholestérol des globules sur le plasma, 
augmentation del’oxygéne engendrerait le phénoméne inverse. 

Ces variations de la cholestérolémie veineuse ou artérielle 
sont d’ailleurs minimes, de l’ordre de quelques cenligrammes; le 
phénoméne physiologique de la régulation pulmonaire choles- 
térolémique n’est pas susceptible de provoquer les importantes 
dénivellations de cholestérol que nous constaterons au cours 
des expériences d’hémolyse ou des affections & microbes hémo- 
lytiques. 

Cependant, dans ces limites mémes, la conception de 
MM. Bugnard et Soula a provoqué des objections; si elle a été 
adoptée sans critique par M. Castaigne, la plupart des auteurs 
ont admis, avec MM. Guy Laroche et Grigaut, que le phéno- 
méne mis en évidence par Il’ cole de Toulouse correspondait, 
non pas 4 un déplacement de cholestérol du plasma sur les glo- 
bules, mais & un arrét exercé par le poumon, en vertu d’une 
fonction analogue 4 celle que posséde cet organe vis-a-vis 
des matiéres grasses, pouvoir bien étudié par MM. Roger et 
Binet. 

Nous nous rallions entiérement, quant & nous, a |’interpré- 
tation de MM. Guy Laroche et Grigaut, car il nous parait diffi- 
cile de comprendre, du point de vue physico-chimique, qu’une 
molécule volumineuse, non diffusible, comme le cholestérol 
qui constitue, en union intime avec les protides, le stroma glo- 
bulaire, puisse se déplacer incessamment du plasma sur les 
globules et vice versa. 

L’étude méme que nous devons faire des divers processus 
d’hémolyse montrera, d'ailleurs, que la libération du choles- 
térol de lhématie ne se réalise qu’aprés une altération du 
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stroma globulaire bien plus importante que celle qui donne 
naissance & la simple diffusion de ’hémoglobine. 

Nous étudierons tout d’abord l’hémolyse microbienne qui 
nous permettra de prendre une vue d’ensemble de la question 
dans toute sa complexité; nous préciserons ensuite quelques 
points de détail, en envisageant successivement l’hémolyse par 
eau distillée, par les glucosides (saponine et solanine) et par 
les toxines microbiennes. 


1° KiruDE DE L’HEMOLYSE MICROBIENNE. 


Des tubes contenant un mélange en proportions déterminées 
de bouillon nutritif et d’hématies — défibrinées ou citratées — 
sont ensemencés avec un microbe hémolyltique et placés 4 37°. 
On suit les progrés de Il’hémolyse par des dosages en série du 
cholestérol : aprés centrifugation, les dosages sont effectués sur 
le liquide surnageant, par la méthode de Grigaut, dans les tubes 
de culture et dans des tubes témoins. 

Les microbes dont nous avons utilisé le pouvoir hémolytique 
ont été les suivants : proteus, vibrion pseudo-cholérique, 
anthracoides, slreptocoque et bacille perfringens. 

Les résultats sont extrémement nets : les tubes ensemencés, 
ou s’est produite lhémolyse, renferment toujours notablement 
plus de cholestérol que les témoins. 

Pour chaque germe, hémolyse et cholestérologénése vont de 
pair : 

Aprés vingt-quatre heures d’étuve, le proteus engendre une 
hémolyse intense, hémolyse qui ne s’accentue pas sensiblement 
ensuite. L’accroissement en cholestérol du tube ensemencé par 
rapport au témoin est notable, 75 p. 100, précoce, non pro- 
gressif (fig. 1). 

Les souches de vibrion pseudo-cholérique que nous avons 
utilisées n’hémolysaient que faiblement et tardivement (aprés 
trois jours d’étuve environ). L’hémolyse était inégale dans 
les différents tubes d’une méme série, bien que tous aient 
été ensemencés de la méme facon et placés dans les mémes 
conditions. 

Parallélement, l’enrichissement des tubes de vibrion pseudo- 
cholérique en cholestérol est, en général, modéré, tardif, 
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variable, ces variations élant en correspondance avec les inéga- 
lités de l’hémolyse. 

Avec le bacille anthracoides, résultats analogues : hémolyse 
variable selon les tubes, peu intense, mais débutant préco- 
cement. 

Variations paralléles du cholestérol : accroissement modéré de 
son taux, oscillant entre 20 et 30 p. 100 dans la plupart des cas. 


Chol. , 
fe 0.50 lal 7 ky 
0.48 
OH ——| 
1 
oe oe Ow a "535 ] 
= 0.29 
Ta . 
ib eee ee ea | 
160 LEg we | 
—-—. a - it 
a 
En | 
qJour a7 37 47 5J 67 7p? 87 
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défibriné. T,, cholestérol de la culture; T,, cholestérol du témoin. 


Les deux derniers microbes que nous avons étudiés, le 
streptocoque el le bacille perfringens sont de puissants agents 
d’hémolyse ; il n’est donc pas étonnant qu’avec ces deux germes 
on obtienne une cholestérologénése trés importante. 

Avec le streptocoque, le taux du cholestérol des tubes de 
culture peut doukler rapidement, en un & deux jours. Le per- 
fringens libére des quantités de cholestérol encore plus consi- 
dérables. 


C’est ainsi que nous avons obtenu une augmentation du cho- 
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lestérol dans nos tubes de culture, allant jusqu’a 120, 150, 
154 p. 100. Dans une de nos expériences, l’analyse révélait 
méme, aprés douze heures d’étuve, un taux de cholestérol plus 
de trois fois supérieur & celui du témoin. 


Chol. 
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Fic. 2. — Perfringens. Culture en 20 cent. cubes bouillon profond 4+ 3 cent. 
cubes sang défibriné. T,, cholesltérol de la culture; T,, cholestérol du 
témoin. 


D’ailleurs, nous avons eu aussi parfois une cholestérologénése 
bien moindre, en rapport avec une hémolyse plus faible et une 
destruction globulaire incomplete. 
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Mais si streplocoque et perfringens sont capables d’enrichir 
3 Vextréme leurs milieux de culture en cholestérol, encore 
faut-il, pour saisir & coup str cel enrichissement, pratiquer des 
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Fic. 3. — Perfringens. Culture en 20 cent. cubes bouillon glucosé a 4 p. 100+ 
3 cent. cubes sérum humain. T,, pH,, cholestérol et pH de la culture; T,, 
pH,, cholestérol et pH du témoin. 


dosages en série, jour aprés jour. On constate, en effet, avec le 
bacille perfringens, et aussi, quoique 4 un bien moindre degré 
avec le streptocoque, que le taux maximum de cholestérol, 
précocement atteint, ne se maintient pas; ensuite, la courbe 
du cholestérol baisse, d’abord assez lentement, puis brusque- 
ment, vers le quatriéme ou cinquiéme jour d’étuve; a ce 
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moment, le cholestérol est en moins grande quantité dans le 
tube de bacille perfringens que dans le témoin, et il arrive méme 
qu'il disparaisse presque complétement (fig. 2). Voici un phé- 
noméne nouveau que ne provoquaient pas les autres microbes 
étudiés (proteus, vibrion pseudo-cholérique, anthracoides). 

Nous voyons par la que, déja in vitro, d'autres facteurs que 
Vhémolyse entrent en jeu et viennent modifier les résultats 
expérimentaux. Ce facteur nouveau, disons-le tout de suite, 
c'est la variation du pH, l’acidification du milieu engendrée par 
le bacille perfringens et le sireptocoque. 


OD SEP NG Lee 4) 12% 2h 48" 
Non glucosé. Glucosé 4 5 p. 100. 


Fic. 4. — Perfringens. Culture de bouillon Martin + sang citraté. 


Quelle est, en effet, la destinée du cholestérol disparu? 

Une expérience simple permet de se rendre comple que ie 
cholestérol n’est pas détruit, mais précipité. Si l’on filtre le 
contenu des tubes d’expériences (culture et témoin) et si 'l’on 
dose ensuite le cholestérol dans le filtrat et sur le filtre, on 
constate, en effet, que le cholestérol disparu du tube de culture 
se retrouve dans le résidu retenu par le filtre. 

Une autre expérience conduit a la conclusion que, pour le 
bacille perfringens, par exemple, il y a parallélisme entre le 
pouvoir floculant vis-&-vis du cholestérol et le pouvoir d’acidi- 
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fication. Quand le microbe est ensemencé dans un milieu 
sucré, c’est-a-dire placé dans des conditions telles qu'il puisse 
produire des acides et abaisser le pH de la solution jusqu’a 5, il 
précipite le cholestérol (fig. 3); s’il est ensemencé, au contraire, 
dans un milieu désucré, aucune acidification ne se produit, le 
pli demeure stable, le cholestérol ne flocule pas (fig. 4). 

La méme expérience peut étre réalisée avec le streptocoque ; 
elle fournit des résullats de méme type, sinon de méme inten- 
sité que ceux que l’on observe avec le bacille perfringens (fig. 5). 
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Fic. 5. — Streptocoque. Cullure en 10 cent. cubes bouillon glucosé a1 p. 100 
+1c.c. 5 sérum humain. T,. pH,, cholestérol et pH de ia culture; T,, 
pH,, cholestérol et pll du !émoin. 


Comment peut-on expliquer l’influence des variations du pH 
sur la précipitation du cholestérol? 

Dans le plasma sanguin, le cholestérol et ses esters (palmi- 
tate, stéarate) sont liés aux albumines en des combinaisons 
complexes lipido-protidiques qui constituent un sol colloidal 
électro-négatif. 

L’introduction dans le plasma d’ions H*, l'acidification pro- 
gressive, diminue la charge électrique des particules colloidales 
et tend, par suite, & les faire floculer. La tendance a la flocula- 
tion est maxima, la stabilité du cholestérol minima, lorsque le 
pH de la solution représente une acidité telle que les grains 
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protidiques soient complatement déchargés, c’est-a-dire se 
trouvent au point iso-électrique (valeurs du pH voisines de 5). 

Que le cholestérol flocule & pH acide, constitue une loi abso- 
lument générale; sous deux réserves cependant : d'une part, 
lintervention du pH n’explique pas complétement le phénoméne 
de précipitation. Si, a pH acide, la floculation du cholesiérol se 
produit toujours, elle peut étre, pour une méme valeur du pH, 
plus ou moins accentuée, certains microbes, tel le bacille per- 
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sérum mouton. T,, pH,, cholestérol et pH de la culture; T,, pH., choles- 
térol et pH du témoin. 


fringens, ayant un pouvoir floculant plus fort que d’autres 
(streplocoque). 

D’autre part, certains germes alcalinisants, le bacille pyo- 
cyanique en particulier, déterminent également la précipilation 
du cholestérol (fig. 6). Pour expliquer, dans ce cas, la flocula- 
tion, il faut invoquer soit Vintervention du cation associé a la 
base, soit une action chimique du microbe provoquant une 
alléralion du complexe protéido-cholestérolique. 

Ce phénomeéne de précipitation du cholestérol sous l’influence 
des variations du pH du milieu, nous le retrouverons encore 
en étudiant zn vitro et an vivo Vhémolyse par les glucosides. 

D'importance plus générale, son intervention est un facteur 
prépondérant de la formation des calculs biliaires; nous l’avons 
montré dans dautres travaux. 

Annales de l'Institut Pasteur, t. 57, n° 1, 1936. 5 
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L’étude que nous venons de faire de I'hémolyse microbienne, 
nous permet de conclure que les microbes hémolytiques sont, 
in vitro, des agents de cholestérologénése; la cholestérologé- 
nése pouvant, d’ailleurs, ¢tre manifeste ou masquée par suile 
d@une floculation du cholestérol due a la baisse du pH. 

Nous avons vu aussi que le dégagement du cholestérol était 
proportionnel & Vintensité de l’hémolyse, celle-ci étant appré- 
ciée par la teinte du liquide hémolysé et par le volume du 
culot formé par les globules rouges non détruits. 

Mais on sait bien que la diffusion en totalité de ’hémoglo- 
bine hors de Vhématie n’exige pas nécessairement une des- 
truction compléte, ni méme une altération trés imporlante du 
stroma globulaire; on peut, en effet, apres hémolyse par l'eau 
distillée, réaliser le phénoméne inverse : la réabsorption de 
Vhémoglobine par le stroma. 

La question qui se pose & nous maintenant, est donc de 
savoir si le cholestérol se comporle, au cours du _ processus 
d’hémolyse, comme l’hémoglobine, ou bien s’il ne faut pas, 
pour qu il soit libéré en totalité, que le squelette, le stroma du 
globule rouge soit détruit complétement par l’agent hémoly- 
tique. 

L’étude comparalive que nous allons faire de | hémolyse par 
eau distillée, par les glucosides et par les toxines micro- 
biennes nous donnera la réponse a cetle question. 


2° KrubE COMPAREE DE L’HEMOLYSE PAR L’EAU DISTILLER, 
PAR LES GLUCOSIDES (SAPONINE ET SOLANINE) 
ET PAR LES TOXINES MICROBIENNES (TOXINE « PERFRINGENS »). 


La comparaison que nous voulons faire du pouvoir de choles- 
térologénése de divers agents hémolytiques demande nécessaire- 
ment une mesure oxacte de l’intensité du phénoméne d’hémo- 
lyse. Il y a la une premiére difficulté : certaines substances 
comme la toxine perfringens, la saponine, a]térent profondément 
la couleur du liquide hémolysé; il devient par suite impossible 
d’apprécier au colorimétre l'importance de ’hémolyse. 
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Il ne reste qu’une ressource, celle de réaliser l’hémolyse 
totale des globules rouges. C’est ce que nous avons fait : nous 
avons, dans chaque cas, provoqué la lyse totale d'un volume 
déterminé de globules rouges (hématies déplasmalisées, ou bien 
simplement sang défibriné ou citraté) en employant un volume 
également déterminé de substance hémolytique. 

Ces substances ont élé les suivantes : eau distillée neutre, 
toxine du bacille perfringens, préparée selon la technique de 
Weinberg, c’est-a-dire par centrifugation prolongée d’une cul- 
ture agée de dix-sept heures, en bouillon glucosé & 2 p. 1.000; 
enfin, solanine et saponine. 

La solanine n’étant presque pas soluble dans l’eau, nous 
avons ulilisé le chlorhydrate de solanine Merck, en solution & 
1 p. 100. Le pH de cette solution est bas (2,71 & 3,18). 

Comme la solanine, la saponine n'est pas soluble dans l’eau; 
mais ses particules s’y maintiennent d’une facon stable a 
Pétat de suspension fine, ce qui nous a permis de préparer a 
partir des produits en poudre (Merck ou Poulenc) des émul- 
sions 4 la concentration de 15 a 20 p. 100. A des taux plus forts, 
les mesures colorimétriques sont génées par la présence, dans 
les saponines insuffisamment purifiées, de phytostérols. A 
partir de la solution-mére de saponine, dont le pH est aux 
environs de 5, nous avons préparé : 

a) Une solution plus acide, par addition d’HCl (pH compris 
entre 4,36 et 2,72); 

6) Une solution neutre, par addition de NaOH (pH entre 7,54 
et 7,81). 

c) Une solution alcaline (pH entre 8 et 9,94). 

Voici notre technique: dans une série de tubes a essais ou 
de ballons, nous placons une quantité déterminée d’hématies 
d’homme ou de mouton, déplasmatisées et lavées (par exemple 
2c. c. 5). Nous ajoutons ensuite au premier tube de la série 
un exces d'eau distillée, de facon a réaliser l’hémolyse compléte 
(12 c.c. 5). Au second tube, nous ajoutons le méme volume 
(12 c. c. 5) de toxine perfringens, donnant également une hémo- 
lyse compléate aprés quatre heures de séjour & l’étuve. Pour la 
saponine et la solanine, qui sont douées d’un pouvoir hémo- 
lytique puissant, 4 cent. cube de nos diverses solutions suffit 
a hémolvser le volume d’hématies employé (2 c. c. 5). Nous 
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complétons done le volume du mélange & 15 cent. cubes 
par addition de 11. c. d’eau physiologique. 

L’hémolyse totale étant réalisée dans lous les tubes, le dosage 
du cholestérol est effectué sur le liquide surnageant apres cen- 
trifugation. 

Les résultats obtenus sont les suivants (tableau I) : 


Tasieau I. 
SUBSTANCES CHOLESTEROL 

Hatphysiologique., spmes -wcmegts ose ne an rn 0 
Batt distillée. 55%. sheave 3. tae Botan oe is Reena 0,24 
Saponine neutre et alcaline pH 7,5—9........ 0,24 
Moximesger7nGerts: sme Saks) Omak w eee ede a eer 0,37 
Saponine acide mH 2a — 950. ac whe ee Pee ee Se Sato 
Solanines(Chlonh)sp His ves to teeike etter on romGaE aN MnC Es 0,048 


Lihémolyse par l’eau distillée dégage une certaine quantité 
de cholestérol (par exemple 0 gr. 24). ; 

Les solutions de saponine neutre et de saponine alcaline 
(pour des valeurs du pH inférieures & 9,94) déterminent une 
cholestérologénése exactement semblable, dans chaque cas, a 
celle qu’engendre l'eau distillée; les expériences faites en 
employant, au lieu d’hématies déplasmatisées, du sang humain 
défibriné ou du sang de mouton, fournissent les mémes résul- 
tats & cet égard. 

Kn ce qui concerne le phénoméne de libération de choles- 
térol, hémolyse ‘par l’eau distillée et hémolyse par la saponine 
sont identiques dans leurs effels. 

Ce fait donne a penser que le mécanisme par lequel agissent 
eau distillée et saponine est le méme; et, en effet, les études 
cinématographiques de I’hémolyse, faites par Commandon, de 
Fontbrune et Weill, montrent que Vissue de l’hémoglobine 
hors de l’hématie s’elfectue de Ja méme facon sous | influence de 
Yeau distillée et sous celle de la saponine; dans les deux 
cas, l'image cinématographique est semblable. 

Dans le cas de la saponine acide, il n’y a pas de raisons de 
supposer que le processus d’hémolyse svil différent. 

Cependant, les dosages de cholestérol ne mettent pas en 
évidence de cholestérologénése; bien au contraire, si les expé- 
riences sont faites en employant du sang défibriné (dans lequel 


HEMOLYSE ET CHOLESTEROLOGENESE 69 


existe, avant hémolyse, une certaine quantité de cholestérol 
plasmatique), on constate que les tubes hémolysés par la sapo- 
nine acide sont appauvris en cholestérol ; cet appauvrissement 
par rapport aux tubes témoins hémolysés par l'eau distillée 
atleint 27,54 et 57 p. 100. 

De ce phénoméne, paradoxal en apparence, nous connais- 
sons la cause, l’ayant déja rencontrée & propos de l’hémolyse 
microbienne ; cette cause, c’est l’acidité de la solution de sapo- 
nine, de pH 3 environ, qui détermine la précipitation du cho- 
lestérol; comme pour les tubes de culture ot pousse du bacille 
perfringens, et dont le cholestérol disparait lui aussi, si l’on 
filtre les tubes hémolysés par la saponine acide, on retrouve, 
précipité et retenu par le filtre, le cholestérol qui fait défaut 
dans le filtrat. 

La précipitation est beaucoup plus nette encore avec la sola- 
nine; elle se produit 4 pH plus élevé que dams le cas de la sapo- 
nine; elle est accentuée et rapide. C’est ainsi qu'un tube de 
saug défibriné, hémolysé totalement par la solanine renferme 
environ 20 p. 100 de cholestérol en moins qu’un tube témoin, 
dans lequel, l'eau physiologique remplacant Ja solanine, il n’y 
a pas d’hémolyse. 

Nous avons essayé alors, pour éviter cette précipitation et 
démasquer le phénoméne de cholestérologénése, d’élever jus- 
qua la neutralité Je pH de la solution de solanine; mais, 
malgré divers artifices — emploi de solutions tamponnées de 
Mg CI? isotonique — nous n’avons pu obtenir un pH supé- 
rieur a 4,6, valeur pour laquelle la floculation du cholestérol 
se produit encore. L’alcalinisation plus forte de la solution 
améne la précipitation de la solanine sous forme de flocons 
gélalineux. 

Les expériences que nous venons de rapporter montrent 
qu’eau distillée et glucosides libérent em vzéro, par leur action 
hémolytique, une quantité de cholestérol identique. Les diffé- 
rences que nous avons constatées jusqu’a présent ne proviennent 
que de l’intervention contingente du phénoméne secondaire de 
floculation du cholestérol & pH acide, et non d'une différence 
du pouvoir de cholestérologénése des agents hémolytiques 


utilisés. 
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Il n’en est pas de méme des toxines microbiennes. Si nous 
dosons maintenant le cholestérol dans le tube ot nous avons 
mis en contact 2c. c. 5 d’hématies déplasmatisées el 12 ¢. c. 5 
de toxine perfringens, nous constatons que ce tube ren- 
ferme beaucoup plus de cholestérol que le tube témoin d’eau 
distillée (par exemple 0 gr. 37 au lieu de 0 gr. 24). Cepen- 
dant, dans l’un et l'autre tubes, I’hémolyse réalisée est 
complete. 

Ainsi donc, des agents hémolytiques différents, également 
capables d’amener la diffusion de l’hémoglobine hors du globule 
rouge, n’engendrent pas cependant une Libération identique du 
cholestérol contenu dans le stroma globulaire. C’est que tous 
nagissent pas de ia méme facon, ni avec la méme intensité. 
L’hémolyse par hypotonicité (eau distillée ou glucosides) déter- 
mine lissue de l'hémoglobine sans léser profondément le 
stroma de I’hématie; la toxine perfringens en provoque la des- 
truction compléte. Partie intégrante du squelette du globule 
rouge, le cholestérol ne peut étre libéré en totalité que par la 
désintégration de celui-ci que, seule parmi les substances 
hémolytiques étudiées, la toxine réalise. 

Nous avons dit, a la fin de notre étude de I’hémolyse 
microbienne, que le dégagement du cholestéro] était propor- 
tionnel a l’intensité de Phémolyse. Cette conclusion reste 
vraie, & la condition de ne pas limiter le sens du terme 
hémolyse a la diffusion de /hémoglobine, mais de lui donner 
la signification élargie de destruction globulaire ; l’expres- 
sion d’érythro-cytolyse a été utilisée dans ce sens par divers 
auteurs. 

A cette condition, peut-on conclure que tous les agents hémo- 
lytiques étudiés (eau distillée, solanine, saponine, microbes et 
toxines), facteurs de cholestérologénése in vitro, dégagent une 
quantité de cholestérol proportionnelle & l’intensité de l’hé- 
molyse, c’est-a-dire & T’altération plus ou moins pro- 
fonde du stroma de I’hématie, 4 sa désintégration plus ou moins 
complete. 
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Il. — Etude expérimentale in vivo. 


Voyons maintenant si l’expérimentation sur l’animal con- 
firme les résultats des recherches faites in vitro, et si, in vivo, 
l'hémolyse détermine également une libération de cholestérol, 
e’est-a-dire de l’hypercholestérolémie ? 

Chez le lapin et le cobaye, nous avons réalisé deux ordres 
d’expériences. Par l’inoculation de microbes ou de toxines, nous 
avons déterminé des infections hémolytiques 4 allure aigué. 


aHx0 
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Fic. 7. — Lapin. Erysipéle de Voreille. 


Nous avons, d’autre part, étudié chez ces animaux |’hémolyse 
par les glucosides. 


1° INFECTION AIGUE HEMOLYTIQUE EXPERIMENTALE, 


L’inoculation & animal d’un microbe hémolytique (strepto- 
coque, staphylocoque, bacille perfringens) détermine toujours 
une hypercholestérolémie accentuée. La courbe d’hypercholes- 
térolémie est toutefois un peu différente suivant qu'il s’agit 
d’une infection localisée ou d'une septicémie, curable ou mor- 
telle. 

Sil’on provoque, par exemple, un érysipéle de l’oreille chez 
le lapin (fig. 7), on voit que l’évolution de la maladie expéri- 
mentale s’accompagne d'une courbe continue d'hypercholesté- 
rolémie. Vingt-quatre heures déja aprés l’inoculation, le taux 
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du cholestérol sanguin est passé de 0 gr. 20a 0 gr. 45 ; iL 
s’éléve ensuite 2 0 gr. 54, puis a 0 gr. 60 au troisiéme jour, 
demeure en plateau jusqu’au neuviéme jour ow il est encore de 
0 er, 52, pour revenir ensuite lentement a la normale. 
Opposons & cette courbe le tracé qu’engendre I’inoculation 
intraveineuse d’une culture de streplocogues hémolytiques de 
virulence exaltée par passage (fig. 8). Chez un animal dont le 
sérum renfermait, avant l’expérience, 0 gr. 24 de cholestérol 
par litre, le taux de la cholestérolémie a triplé sept heures plus 
tard (0 gr. 72). L’animal meurt vers la dix-septiéme heure. 


Chol. 
18 


r) 8 7 16” 24 Wesres 


Fro. 8. — Lapin. Seplicémie 4 streptocoques. Mort a la dix-sepliéme heure. 
Sang laqué. 


Comme Besredka l’a montré, le sang de l’animal est laqué ; 
lhémolyse s’est produite 7m vivo : le taux de la cholestérolémie 
est de 1 gr. 62. La encore, on le voit, hypercholestérolémie ; 
mais l’ascension du cholestérol est brutale, se fait en fléche jus- 
qu’a l’heure de Ja mort ovelle atteint des chiffres considérables. 

Lor-que la septicémie est curable, la courbe présente, comme 
celle de l’érysipéle, un tracé continu d’hypercholestérolémie, 
mais les valeurs atteintes sont beaucoup plus élevées (fig. 9); 
comme pour l’érysipéle, augmentation du cholestérol sanguin 
persiste longtemps, 

Ces mémes aspects de la courbe, nous les retrouvons, si, au 
lieu du slreptocoque, nous inoculons au lapin une culture de 
staphylocoques ou de bacilles perfringens. 

Nous obtenons encore une hypercholestérolémie, précoce et 
considérable, par linoculation par voie intracardiaque, chez le 
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cobaye, de toxine perfringens provoquant le laquage du sang 
mm vivo. 

A Vinverse des résultats précédents, des toxines, telles que la 
loxine diphtérique ou télanique qui, aux doses utilisées, ne 
possédent pas d'action hémolytique, suscitent chez l'animal 
une hypocholestérolémie marquée et durable. 

En résumé, microbes et toxines hémolysants, inoculés a 
Vanimal, déterminent a la fois et |'hémolyse in vivo et l’enri- 
chissement du sang en cholestérol. On doit donc penser que, 
pour une part tout au moins, cette hémolyse a été facteur de 
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Fic. 9. — Lapin. Septicémie a streplocoques. Guérison. 


Vhypercholestérolémie et que, dans le sang laqué zn vivo, la 
destruction globulaire accroit le taux du cholestérol. 

On ne peut cependant affirmer que l'hypercholestérolémie 
constatée reléve exclusivement de l’hémolyse ; cette derniére, 
a elle seule, ne peut rendre compte d'un excés si considérable 
et suttout d’un excés si durable de cholestérol dans le sang. 
L’apparition des antihémolysines, en effet, s'opposerait a la 
prolongation de l’hypercholestérolémie, si cette derniére n’était 
due qu’au seul processus hémolytique. 

Mais en réalilé, il est certain que d’autres lésions peuvent se 
produire que la destruction des globules rouges, d'autres fac- 
teurs d'hypercholestérolémie intervenir que l’hémolyse. 

C’est ainsi que nous avons décelé de fagon constantle, chez nos 
animaux d'’expérience, des signes histologiques d’hépatile, et 
que des altérations d’autres organes (surrénales, rate, systeme 
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réticulo-endothélial) peuvent peut-étre également prendre nais- 
sance, ces lésions étant suscepltibles, les unes et les autres, de 
modifier le taux du cholestérol sanguin. 


2° HéMOLYSE PAR LES GLUCOSIDES. 


Pour étudier ce qui revient au seul processus hémolylique, 
nous avons expérimenté avec les glucosides. Saponine et sola- 
nine sont, en effet, des poisons sanguins dont l’action est 
extrémement intense et brutale. Sans doute, ces substances 
provoquent-elles des lésions cellulaires autres que celles des 
globules rouges; mais nous avons pu réaliser avec elles des hémo- 
lyses suffisamment rapides pour que ces lésions n’aient pas le 
temps de provoquer de modifications du cholestérol sanguin. 

Pour cela, nous avons utilisé saponine et solanine a des doses 
et & une concentration telles que |’‘hémolyse quasi-totale du 
sang circulant se produisit en quelques secondes.*Ainsi, étions- 
nous stirs que la cholestérologénése éventuellement constatée 
relevait de la libération du cholestérol des hématies, et non de 
lésions d’organes, dont les effets ne peuvent étre instantanés. 
ll fallait, en outre, que la dilution produite par |’introduction 
dans le systéme vasculaire de la solution de glucoside fit assez 
faible pour ne pas masquer Vhypercholestérolémie. Nous avons 
déterminé, par tatonnements, les doses et les concentrations de 
glucoside remplissant ces diverses conditions. 

Une derniére difficulté concernait le prélévement du sang. 
Ce dernier, aprés injection hémolysante de saponine ou de 
solanine, présente, en effet, des troubles de coagulation rendant 
difficilement comparables les dosages de cholestérol effectués 
sur le sérum avant et aprés hémolyse. Aprés essais, nous 
avons renoncé & l'emploi de substances anti-coagulantes, et 
effectué nos dosages sur plasma défibriné par agitation du 
sang avec des perles de verre et centrifugation. 

Nos expériences ont porté sur le lapin et sur le cobaye. 
Comme nous le pensions, elles ont montré que, in vivo, Vhémo- 
lyse par les glucosides détermine une augmentation du choles- 
téroi du sang, & condition toutefois que l'hypercholestérolémie 
ne soit pas masquée, de méme qu’in vitro, par la floculation 
du cholestérol sous l’influence de l’acidité du milieu. 
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Si l'on injecte, en effet, 8 un cobaye de 300 a 500 grammes, 
2 a 3 cent. cubes d’une solution a1 p.100 de chlorhydrate de 
solanine (de pH 3,18) on détermine de facon instantanée — en 
moins d’une minute — la mort de l’animal. Le sang prélévé 
dans le cwur, immédiatement aprés la mort, est totalement 
hémolysé. Mais cette hémolyse s’accompagne, non d'hyper-, 
mais d’hypocholestérolémie ; le plasma ne renferme plus que 
35 a 40 p. 100 du cholestérol qu’il contenait avant hémolyse, 
celui-ci ayant floculé sous l’influence de l’acidité de la solution 
de solanine. 

Il en est de méme avec les solutions acides de saponine 
(pH de 2,72 & 4,36); apres hémolyse, méme totale, on observe 
une diminution du cholestérol plasmatique de 15, 20,25 p. 100. 
Toutefois, cette diminution, ainsi que nous l’avions déja nolé 
in vitro, est moindre que celle que détermine la solanine. 

Au contraire, avec la saponine neutre ou alcaline (pH entre 
7,5 et 9), le processus d’hémolyse s’accompagne constamment 
d’hypercholestérolémie ; l’accroissement du cholestérol sanguin 
est de 55, 62, 65 et 108 p. 100 chez le cobaye; il est de 27, 44, 
51 p. 100 chez le lapin. 

Ainsi donc, l’expérimentation in vivo confirme les résultats 
des expériences im vitro. Chez |'animal, hémolysines micro- 
biennes et glucosides déterminent l’hypercholestérolémie ; 
mais pour les glucosides l’enrichissement du plasma en 
cholestérol reléve exclusivement de la libération du cholestérol 
de I’hématie, aucune autre cause que |’hémolyse n’ayant le 
temps de manifester ses effets dans les quelques secondes 
que dure l’expérience. Dans le cas des infections & microbes 
hémolytiques dont l’action est plus lente, des lésions organiques 
s’associent & I’hémolyse pour expliquer la courbe d’hypercho- 
lestérolémie. 


* 
“ * 


L’expérimentation met donc hors de conteste l’existence 
d’une cholestérologénése résultant de I’hémolyse. 

Il resterait & fairel'application de ces faits expérimentaux aux 
divers processus hémolytiques chez ! homme; cette application 
rencontre de grandes difficultés. 

Il est cependant un cas oi il est possible de prendre sur le 
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fait et de saisir, de facon quasi-expérimentale, le processus de 
cholestérologénése par hémolyse, chez lhomnie; c'est le cas du 
processus local d’hémolyse qui se réatise au cours d’épanche- 
ments pleuraux hémorragiques de divers types. 

Le groupe des épanchements pleuraux hémorragiques com- 
prend les hémothorax traumatiques, puis les pleurésies hémor- 
ragiques proprement dites a liquide sanglant, auxquelles nous 
joindrons les épanchements dont le caractére hémorragique ne 
se révéle que par l’examen microscopique. 

Nous allons envisager successivement ces deux cas * 


4° Hémoruorax. 


Une élude cytologique et chimique trés compléte des hémo- 
thorax a été faite pendant la guerre par M. Dupérié, avec l'aide 
de nombreux documents. 

Cet auteur a noté, ainsi, que tout au début, la cytologie des 
liquides d’hémothorax est constituée par des hématies bien con- 
servées et quelques cellules blanches ; on trouve, en faible pro- 
portion, du pigment constitué par de l’hémoglobine. Le taux 
du cholestérol est peu élevé. 

A mesure que l’épanchement vieillit, on voit les cellules 
s’altérer; les globules rouges sont peu & peu lysés et désinté- 
grés. La quantité de pigment sanguin libéré augmente: le pig- 
ment se dégrade, ct, acdlé de lhémoglobine, on trouve en 
proportions de plus en plus fortes, de la bilirubine. Paralléle- 
ment ala destruction des hématies et a la libération de l’hémo- 
globine, on voit, de dosage en dosage, s’élever le taux du 
cholestérol pleural; cette élévation révélant, suivant notre 
interprétation, la mise en liberté du cholestérol des hématies. 

Nous avons eu l'occasion de vérifier tous ces faits : toutefois, 
dans notre cas, l’hémothorax était déj& ancien, les globules 
rouges étaient altérés ; il y avait présence de bilirubine. Aussi, 
dés notre premier dosage, le taux de cholestérol pleural fut-il 
fort (1 gr. 35). Il s’éleva réguliérement par la suite, étant déja 
de 1 gr. 48 & un deuxiéme dosage, fait huit jours apres le pre- 
mier. 

L’hémothorax constitue done un exemple schématique de 
cholestérologénése locale par hémolyse. 
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2° PLEURESIES H&MORRAGIQUES. 


Les plearésies hémorragiques constituent un cas plus com- 
plexe. Au phénoméne de lyse des hématies se surajoute, en elfet, 
un processus inflammatoire plus ou moins important dont dépend 
aussi, en partie, la teneur de l’épanchement en cholestérol. 

Cette réserve faite, étudions conjointement la cytologie et le 
taux de cholestérol de ces pleurésies hémorragiques. 

Leur cytologie comprend des polynucléaires, des lymphocytes 
en général intacls, des hématies en plus ou moins grande 
abondance. Le cholestérol pleural est élevé, entre 0 gr. 82 et 
1 gr. 50; son taux moyen est de 1 gr. 17. Ces valeurs placent 
les pleurésies hémorragiques parmi les épanchements pleuraux 
Jes plus riches en cholestérol. Surpassant les pleurésies séro- 
fibrineuses et méme puculentes, dont les cellules — les leuco- 
cytes — résislent mieux a lalyseque les hématies, elles viennent 
immédiatement aprés les pleurésics putrides, dont le taux trés 
élevé s’explique par la richesse en cholestérol des leucocytes 
que le processus putride réussit & désintégrer (iableau II). 


Tavceac II. 
CHOLESTEROL PLEURAL 
NATURE DE L’EPANCHEMENT 

Taux exlrémes Movenne 
Ev dROtROLACUs Goes oles fey ee ae es 0,10 0.29 0,19 
Pi. séro-fibrineuses. .... gig Ris See 0,39 0,87 0558 
Pl. puriformes et purulenles.... .. 0,42 AG 25 0,84 
PPC MNORRACIQUCS © 5. sult) Siriiell snes 0,82 4/50 Ale Nal 
Hemothoraxeer’..eas ie feta Reh ete Sy Aes) 1,48 1 4\ 
[PAL Ao eG SURE sey Ge te ance cue ee chart Seca » 2,40 QA 


Enfin, plus |'épanchement est hémorragique, plus il ren- 
ferme de cholestérol; ce fait constitue encore un argument 
probant en faveur de la cholestérologénése par hémolyse. 


* 


* * 


Les faits que nous avons rapporlés établissent done qu’ane 
lyse des hématies provoque une libération de cholesterol dans 
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le milieu ambiant, d’autant plus marquée que l’atteinte des 
globules est plus profonde et intéresse le stroma lui-méme. 

Le fait est ineontestable dans les expériences in viéro. Il se 
retrouve avec une grande netteté dans les expériences in vivo, 
lorsqu’on détermine une hémolyse massive suivie d'une mort 
extrémement rapide. L’enrichissementdu milieu ambianten cho- 
lestérol peut étre encore saisi, dans le cas d’hémolyse locale 
(plavres) chez homme. On peut donc admettre que l’hémolyse 
représente un important facteur de cholestérologénése. 

Il resterait 4 montrer importance de ce fait en physiologie 
et en pathologie humaine. Mais, chez l’homme, les conditions 
dans lesquelles interviennent les processus d’hémolyse sont 
loin d’étre aussi brutales et massives que les conditions dans 
lesquelles on peut les faire apparaitre en expérimentation. Dés 
lors, des phénoménes secondaires interviennent, qui rendent la 
démonstration moins précise et moins stire que celle qu'il est 
possible d’apporter en expérimentation. C’est pourquoi, réser- 
vant a d’autres publications le développement médical de ces 
constatations de base, nous nous sommes limités dans ce tra- 
vail aux seules données expérimentales qui fondent ce prin- 
Cipe.. 

« L’hémolyse est un facteur important de cholestérolo- 
génése ». 


BIBLIOGRAPHIE 


Castaicne. Journ. méd. Frang., février 1935. 

ComaNnpon, DE Fonrsrunge et WeILL. €, R. de la Soc. de Biol., 95, 24 juillet 1926. 

Durrrize, Soc. méd. hop. Paris, 22 décembre 1916. 

Fron. Hémalolyse et hématogénése, Paris. Steinheil, 1910. 

Kusumoto. Bioch. Zeilsch., 1908, 13, p. 354. 

G. LarocuE et Gricaut. Journ. méd. Frang., février 1935. 

Rocer et Binet. Bull. Acad. de Méd., 4 octobre 1921, p. 129. 

Soura et Bucnarn. La Presse Médicale, 23 septembre 1931. 

V. de Lavenene et P. Kissex. C. R. Soc. de Biol., 14 novembre 1933, 444, p. 1014; 
C. R. Soc. de Biol., 19 décembre 1933, 115, p. 166; C. R. Soc. de Biol., 
25 mars 1935, 418, p. 1550 et 1553; C. R Soc. de Biol., 9 juillet 1935, 420, 
p. 149 et 151; La Presse Médicale, 10 mars 1934; Annales de Médecine, 
janvier 1935. 

P. Kisser. Thése de Nancy, 1933-1934. 


TENEURS COMPARATIVES EN SOUFRE ET EN AZOTE 
DE PLANTES CULTIVEES SUR LE MEME SOL 


Par GasrieL BERTRAND et Lazare SILBERSTEIN. 


Parmi les éléments biogénétiques utilisés d’ordinaire comme 
engrais, l’azote est le plus onéreux; il est aussi celui qui favo- 
rise ledéveloppement des plantes de la maniére la plus assurée. 
Aussi présente-t-il une importance particuliére au point de 
vue agricole. 

Mais l’azote n’est pas le seul élément qui rentre dans la cons- 
truction de la matiére végétale. Les plantes sont formées, 
comme tous les étres vivants, par l’union, sous des formes 
diverses, d'un nombre élevé de métalloides et de métaux, et il 
existe une telle dépendance physiologique entre ces éléments 
que l’insuffisance d’un seul doit étre considérée comme une 
cause d’arrét de la croissance. C’est ce que Liebig avait déja 
fait observer 4 une époque ot nos connaissances de la compo- 
sition chimique des plantes était beaucoup moins avancée 
qu’aujourd hui (1). Nous mémes avons fourni la preuve expéri- 
mentale qu’un abaissement de la proportion de soufre assimi- 
lable contenue dans la terre arable entrave d'une maniére trés 
importante l’action des autres facteurs de production de la 
matiére végétale et, notamment de |’azote (2). 

Pour toutes ces raisons, nous n’avons pas manqué, dans les 
recherches que nous poursuivons sur la composition élémen- 
taire comparative des plantes cultivées, de déterminer dans 
quelle mesure des espéces végétales différentes, cultivées sur 
un méme sol, se partagent l’azote de ce milieu nutritif et 
Vincorporent 4 leurs tissus. 

Les déterminations quantitatives que nous présentons ici 
ont porté sur les plantes déja examinées quant au soufre et au 
phosphore (3). L’azote a été dosé, d’aprés la méthode de Kjel- 


(1) Die Grundztige der Agricultur-Chemie, Brunswick, 1855. 
(2) Gab Brrrrano el Smrperstein, Ces Annales, 50, 1933, p. 34%. 
(3) Gab. Bertranp et Sitsersrein, Ces Annales, 56, 1936, p. 644. 
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dahl, sur 0 gr. 5 de plante séche, en utilisant pour l’attaque le 
mélange suivant : 


Acide sulfurique concentré, en cenlimétres cubes. . . 20 
Sulfate de cuivre cristallisé, en gramme ....... 0,25 
Sulfate de potassium, en grammes .......... 5 


et en prolongeant Je chauffage 4 | ébullition une demi-heure 
dans un premier essai, une heure dans un deuxiéme a partir de 
la décoloration du liquide. Comme les ditférences entre les 
deux essais ont été peu importantes, nous avons pris la 
moyenne comme expression de la valeur cherchée. 

Le tableau A résume les résultats obtenus. Les teneurs en 
azote, rapportées & la matiére séche y sont rangées par ordre 
croissant. Le tableau B donne, rangés aussi dans l’ordre crois- 
sant, les rapports entre Jes teneurs en soufre, publiées anté- 
rieurement (1), et les teneurs en azote. 


TABLEAU A TABLEAU B 

N p. 100 Ss 

NOMS DES PLANTES — de matiare NOMS DES PLANTES RAPPORT 

séche N 
Maistr..sieuns ooo 2,044 SOO! a. eos fee es ae 0,032 
BiGuM ok ae ee oid) POSH yr ata ceaken ence eae 0,056 
Gerfeulls ~ (ae ioe nee ‘Tretle violet, yess ee 0,037 
OR GCs eae: eb int 2,240 Hpinands. sea so-wsnens 0,060 
Riantain lone... se 253h0) Salntoint yc) ay eae 0,060 
Moutarde noire. ... . 2,702 Poissehicherss sas te 0,062 
Sersleseect. Sica eee ny: 2,800 Maist i 0qasits Seabees ee 0,073 
(ar OtUe oe tess eee 2,954 ARAN INIEWNES Se Gs oe 0,082 
Haricot dEspagne .. 3,010 Haricotd’Espagne .. . 0,085 
Rreleuncarnateses seme. 3,080 entilleveticcwcs sae ae 0,086 
Morelle noires <4 =~. 937500 Pisgontites 459.5. Rie MOa0Ss 
Euphorbe réy.-mat. . . 3,528 SCLRIOW ste ae a ee 0,92 
ether Viole tema ete es OC Euphorbe réy.-mat. . . 0.095 
Pay OL SRerteterte, koa tk 3,612 ‘Tretleancarnate. . mene Ome 
Chiecoréeran) aceon ke 3,758 Machete Senet eas 0,405 
retle blancarwss cee 3,843 SGUWORNKSy cami co Go 2 0,412 
Tabac rustique. ... . 3,850 BiG ssi eo a see eee ORO 
Chiotine nog oh aeieee 3,878 Gree. ne 2 ee 0,127 
Saino tw = Saale 3,948 Ontie~ 27s rae set eee 0,134 
PiSseniijraecs ru eat. 4,200 Comite 23 6 a8, eee 0,137 
Kentillezss, 22. cera me eon Morellesnoines sean 0,455 
SOlae eras hy ees ee 4,438 Moutarde noire. .. . . 0,136 
POIeade ane pe raven 08 Lupin jaune: . . 0,457 


({) Ainsi que les noms spécifiques en latin et les teneurs en maliére seche 
[/oc. cit. en (3)]. 
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TABLEAU A TABLEAU B 
N p. 100 S 
NOMS DES PLANTES de matiére NOMS DES PLANTES RAPPORT = 
séche N 
Orbre Siwaies tecseena Se Ge 4,640 PVAV OUR a Ant, oe, cekalicmucn ee 0,183 
IDCILELAVE)-gimes capt e- 3,774 POUCA oe ES oka Gl oA Dee 
MACK Ca Gero. Sts lous. 4,844 WanoOuter, <i is es 0,213 
Poismchiche: j=. =. 4,88 FRUCIGS ey stterstces i eantee ost, 0,235 
RRAGIS ee tee et ens 4,998 Tabac rustique. .... 0,247 
IBOUOR OES Gig 6 Alec mos 5,096 Moutarde blanche... . . 0,255 
ROS arg canines bho ta Des EhO) Plantain Jone. 5. 4). . 0,270 
Moutarde blanche . .. 5,145 INOW, Chace sect meu cok ols 0,290 
Nave Laan itse cee sa at SRL b2 Chic ORE erm een Ws, Os 29d 
WUpingyauUNe se. ae eee 5,320 CN OU since: eect tonights 0,495 


Il est remarquable que les teneurs en azote restent com- 
prises entre 2,04 et 5,32 p. 100 du poids de la matiére séche 
quand on passe d’une extrémité & l’autre de cette série, assez 
nombreuse et assez variée déji, d’espéces végétales. C’est une 
variation de 1 4 2,6 seulement, plus petite que celles relevées 
dans la méme série de plantes, pour le phosphore (de 1 & 3,47) 
et surtout pour le soufre (de 4 & 12,89). 

L’azole ovcupe, au point de vue quantitatif, la quatriéme 
place dans la composition des plantes (1), il vient aussitét 
aprés loxygéne, le carbone et I’hydrogéne et il est, comme eux, 
presque entiérement engagé dans les matériaux de construc- 
tion des tissus. Son role est essentiellement plastique. 

Quant au soufre, il est bien lié pour une parlie aux métal- 
loides précédents dans les substances protéidiques, mais, sous 
forme de cystéine, de glutathion, d'autres molécules encore, il 
intervient aussi au tilre de catalyseur dans les réactions cellu- 
laires; on peut donc dire qu'il participe, d'une maniére directe 
ou indirecte, & la synthése de la matiére végélale et, en consé- 
quence, a l’assimilation de l’azote. 

Le tableau B montre que le rapport des deux métalloides 
varie d’une maniére importante avec les espéces végétales et 
donne une premiére idée des proportions d’engrais sulfatés 
qu'il y a lieu de mettre & la disposition des plantes cultivées 
pour assurer au mieux leur enrichissement en azote et la for- 


mation de leurs tissus. 


(1) Gab. Berrrann et V. Garrescu, C. R. Acad. Se., 199, 1°34, p. 1269. 
Annales de l'Institut Pasteur, t. 57, n° 1, 1936. 6 


RECHERCHES SUR L’ORIGINE DE L'IMMUNITE 
ANTITETANIQUE NATURELLEMENT ACQUISE 
DES RUMINANTS 


par J. POCHON. 


Il est reconnu que les Ruminants, en particulier les bovidés 
adultes, contractent rarement le tétanos; G. Ramon (1) et ses 
collaborateurs ont démontré gue leur sérum contenail de 
lantiloxine tétanique & des doses d’ailleurs trés variables. 
L’immunité est faible ou nulle chez les jeunes (sauf chez les 
nouveau-nés auxquels est transmise temporairement l’immu- 
nité maternelle), puis elle augmente progressivement lorsque 
Vanimal quitte lalimentation lactée et est mis a paitre. 
G. Ramon a pu suivre, par des dosages répétés, l’augmenta- 
tion progressive du taux antitoxique du sérum. Ces faits, rap- 
prochés de ceux déja observés par le méme auleur pour l’im- 
munité antidiphtérique, incitaient & penser que, 1a aussi, il 
s'agissait d'une immunité « naturellement acquise ». 

Cette immunisation progressive pouvait étre vraisemblable- 
ment attribuée & une micro-infestation répétée par des spores 
absorbées avec l’alimentation sur les terrains tétanigénes. 
Mais, parmi les animaux herbivores, les Ruminants sont les 
seuls & présenter une pareille immunité, et cependant d’autres 
herbivores, en particulier les Equidés, sont exposés aux mémes 
causes de micro-infestation répétées. La panse, qui caractérise 
au point de vue physiologique les Ruminants, jouerait un réle 
dans le mode d’élaboration et éventuellement d’absorplion de 
petites doses longtemps répétées de toxine plus ou moins 
modifiée par les fermentations diverses qu’y subissent les ali- 
ments, et en particulier la cellulose. C’est qu’en effet la panse, 
loin de fonctionner comme un estomac qui se remplit et se vide 
alternativement, constitue plutot un vaste réservoir 4 contenu 


(4) G. Ramon et Lemitayer. Revwe d’Immunologie, 1, 1933, p. 219, et notes pré- 
liminaires. 
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presque constant, ou les aliments séjournent longuement. 

Cette stase, ainsi que la réaction du milieu, neutre ou 
légérement alcaline (tout au moins chez.les Ruminants 
domestiques), est éminemment favorable a la prolifération de 
germes nombreux. 

Il était logique, @ priori, de penser que le devenir de la 
toxine y serail tout autre que chez les espéces a estomac de 
contenu acide et & transit rapide. De fait, il a été démontré que 
chez le cobaye la toxine ingérée, mémea doses énormes (3 cent. 
cubes «l'une toxine tuantla souris & 1/100.000 de centimetre cube 
en deux jours), est rapidement (étruite dans |’estomac en moins 
d’une heure |R. Regamey] (1). 

C'est pour vérifier cette hypothése du réle de la panse que, 
sur le conseil de G. Ramon, nous avons entrepris la série d’ex- 
périences suivantes. 

Nous avons tout d’abord recherché l’action, in vitro, du 
liquide extrait de la panse, sur de la toxine t¢tanique; puis, 
quel était dans la panse l’agent modificateur de la toxine ; 
enfin, nous avons essayé chez des espéces de laboraloire de 
réaliser artificiellement l’immunité antitétanique au moyen de 
cette toxine modifiée. - 

Il a d’abord 6té vérifié que Ja panse pouvait contenir des 
germes tétaniques : nous en avons trouvé deux fois sur dix 
panses examinées (sans pouvoir préciser de quelle région pro- 
venaient les animaux). 

Dans le liquide extrait de la panse on n’a, par contre, jamais 
trouvé de toxine tétanique: filtré sur bougie Chamberland, il 
n'a jamais réalisé le tétanos chez la souris, quelles que fussent 
les doses injectées par voie sous-cutanée. Méme les liquides de 
panses porteuses de germes télaniques vivan!s sont compleéte- 
ment atoxiques apres filtration. Cependant, ce liquide permet 
la culture du bacille télanique: filtré sur papier (pH = 7,5 a 
8 environ), stérilisé sous huile de vaseline, il a élé ensemencé 
avec une souche toxigéne; une prolifération, trés minime il est 
vrai, de bacilles a été observée Meme dans ces conditions, il 
est impossible d’y mettre en évidence, aprés filtration sur bou- 
gie, un pouvoir toxique. 


(1) R. Recamey. Ces Annales, 56, 1936, p. 87. 
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Il apparait donc comme probable que les bacilles tétaniques 
proliférent dans la panse, mais que la toxine y est modifiée et 
rendue atoxique. 

Nous avons cherché & vérifier cette hypothése et a préciser 
les modalités de cette atténuation. 

A du liquide de panse de pH = 7,5, filtré sur papier, puis 
stérilisé par la chaleur, a été ajoutée de la toxine tétanique 
dans la proportion de 2,5 p. 100 (toxine tuant Ja souris de 
20 grammes, en vingt-qualre heures, & la dose de 1/80.000 de 
centimétre cube). Le mélange a été laissé & létuve a 35° et la 


Tacbieau I. 


DELAI DE MORT 
NOSE DE TOXINE 
TEMPS DE CONTACT 
Injectée Toxine Toxine 

+ liquide de pense + bouillon 


2 jours. 4 jour. 


3 jours. 2 jours. 


5 jours, 2 jours. 


3 jours. 


4 jour. 
3 jours. 


3 jours. 


4 jour. 
2 jours. 


3 jours. 


4 jour. 
3 jours. 


5 jours. 


S, survie définitive. 
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loxicité appréciée de jour en jour par injection sous-cutanée de 
prises d’essai, faites aseptiquement. Une série témoin a élé faile 
simultanément, la toxine étant diluée, aux mémes proportions; 
avecdu bouillon Martin de pI = 7,5 (toutes conditions égales), 
afin d’éliminer l’objection de l’atténuation de la toxine par vieil- 
lissement & 35°. Les doses injectées a l’animal ont été calculées 
en toxine pure. 

Le tableau I montre une perte progressive du pouvoir toxique 
de la toxine maintenue en présence du liquide du contenu de 
panse. Dés le qnatrieme jour, 1/40 de centimétre cube de 
toxine ne tue plus la souris, alors que la méme dose dans la 
série témoin la tue en vingt-quatre heures. 

L’action neutralisant du liquide de panse varie suivant la 
concentration relative du mélange en toxine ainsi que l’indique 
le tableau I. 


TasLeay II. 


TAUX DE MORTALITE DELAl DE MORT 


CONCEN fRATION pour pour 


de toxine 


dans le liquide 


de panse 


Des concentrations en toxine de 10 et 50 p. 100 diminuent le 
taux de mortalité des souris et allongent la survie de celles qui 
succombent. Puur une concentration de 90 p. 100 en toxine, 
on n’a pratiquement aucune atténuation. Déailleurs, la limite 
de neutralisation est atteinte assez rapidement (six jours 
environ) et l'on ne gagne rien & prolonger le temps de contact. 
Il semble que, dans ce cas, il s’agisse d'une neutralisation de 
type chimique, limitée, proportionnelle a la quantité de liquide 
de panse mise en contact avec la toxine. 

Mais il en va certainement autrement dans la panse. Ce ne 
sont pas alors les seuls corps chimiques produits au cours de la 
fermentation des aliments et passant dans le filtrat, ulilisé pour 
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l'expérience précédente, qui agissent sur Ja toxine, mais, vrai- 
semblablement, la fermentation elle-méme. 

Nous avons recherché Jaction de la fermentation la plus 
importante de la panse, celle de la cellulose. Les expériences 
n’ont pas été faites avec ia flore totale de la panse, en raison de 
inconstance de son pouvoir cellulolytique in viiro et de la 
viciation rapide de la fermentation, dans ces conditions expéri- 
mentales, par les bactéries banales, non cellulolytiques, qui 
prennent le dessus dans un délai trés court. Nous avons ulilisé 
une culture pure de Plectridium cellulolyticum que nous avons 
anlérieurement moutré étre la bactérie cellulolytique - de la 
panse des Ruminants (1). 

Un milieu de culture constitué par du liquide de contenu de 
panse, filtré sur papier, étendu de deux volumes d’eau de con- 
duite, additionné de carbonate de calcium (le pH est ainsi 
maintenu constant, aux environs de 7,5, au cours de la fer- 
mentation), a été stériljisé sous huile de vaseline, puis ense- 
mencé avec la souche en question et laissé 4 l’étuve 4 35°. La 
fermentation de la cellulose commencait au huitiéme jour. A ce 
moment, on ajoutait de la toxine tétanique dans la proportion 
de 30 p. 100 par rapport au liquide de panse contenu dans le 
milieu (la toxine n’a pas été ajoutée dés le début de l’expé- 
rience, car la peptone du bouillon entrave alors la cellulolyse). 
Puis on titrait comme précédemment le pouvoir toxique par 
injection & la souris de prises d’essais. Celles-ci étaient aupara- 
vant centrifugées pour éliminer les débris de cellulose (il a été 
vérifié que PU. cedlulolyticum n’a aucune action pathogéne pour 
la fsouris). Le tableau Ifl montre une atiénuation rapide du 
pouvoir toxique. Mais le fait important est que celle atliénua- 
tion a lieu pour une concentration en toxine, par rapport au 
liquide de panse, bien plus considérable que dans les expé- 
riences précédentes. 

La neutralisation de la toxine parait donc vraisemblablement 
liée au phénoméne de la cellulolyse. Cependant, le processus 
d’atténuation semble double : 

D’une part, les produits de catabolisme de la fermentation 
ont une action puisqu’un filtrat stérile atténue notablement la 


(1) J. Pocnon, Ces Annales, 55, 1935, p. 676. 
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Tasieau III. 


TEMPS DOSE DE TOXINE DELAI 
de Renton injectée de mort 
\ hee 
; cae! our. 
dh ST OVD Gh, Sa te, oe i re me 
i 4 
£000 2 jours. 
4 Ce 
— our. : 
2UlOURSE ie Mek tre meer EAI ” 
E000 4 jours. 
\ { ne 
— jours. 
Ae KOU ewe AT eS: copa Wistar ae ts Ae < . 
( 400 6 jours. 
ul i 
— jours. 
Ci) OUNS kee be otk piece oe - 
T00 Survie. 
. 1 , 
Gh OUINS 5 ee Ea Co eee } 10 Survie. 


toxine. Ces produits de catabolisme sont essentiellement repré- 
sentés, dans la panse, en dehors des gaz (CO*, CH*, H*), par des 
acides acycliques volatils en proportions variables et par de 
petites quanlités d’alcool (variables également suivant!’alimen- 
tation de l’animal). 

D’autre part, la fermentation de la cellulose elle-méme, en 
temps que processus vital, a un réle encore plus important, 
puisqu’elle permet la neutralisation d’un volume de toxine bien 
plus considérable qu’un filtrat stérile. Action plus considérable 
que ne pourrait |’expliquer l’accumulation dans le milieu des 
produits de catabolisme de la fermentation par Pl. cedluloly- 
ticum, acides formique, acétique et propionique ainsi que de 
petites quantilés d’alcool. 

L’atténuation de la toxine, dans Ja panse des Ruminants, est 
donc bien différente, par son mécanisme, de celle réalisée chez 
les herbivores & estomac simple : R. Regamey (1) a, en effet, 


(1) Ibid. 
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démontré que, chez le cobaye, les filtrats du contenu gastrique, 
stériles ou non stériles, neutralisés ou non, sont sans action 
sur la toxine et que l’adsorption de celle-ci par les matiéres ali- 
mentaires est le mécanisme principal de sa disparilion dans le 
tube digestif. Il va sans dire que cetle adsorption pourrait éga- 
lement jouer un role chez les Ruminants. 

Pensant que l’absorption de la toxine modifiée pouvait étre 
4 lorigine de l’immunilé antilétanique des Ruminants, nous 
avons par la suite essayé de transposer in vivo les faits observés 
in vitro. Il ne nous a matériellement pas été possible d’opérer 
sur les Ruminants et nous avons di nous contenter d’essais 
d’immunisation sur de petites espéces de laboratoire 

I] a été dit, au début de cette note, que le liquide du contenu 
de panse, contenant des germes tétaniques, une fois filtré, 
n avail jamais montré de toxicité. Nous avons cherché a obtenir, 
avec ce filtrat, une immunité antilétanique chez le lapin. 

Quatre lapins ont recu, comme l’indique le tableau IV, des 
doses, répétées tous les huit jours, de filtrat, puis ils ont été 
éprouvés avec de la toxine pure (dose minima tuant le lapin de 
2 kilogr. 500 en trente-six heures). Les animaux préparés 
meurent comme les lémoins. 


Tasieau IV. 


FILTRAT TOXINE 
du liquide de panse _ en 
en centimétres cubes |centimétres cubes 


DELAI 
de mort 


ee 


48 heures. 
36 heures. 
24 heures. 
36 heures. 
36 heures. 


2 kilogr. 
2 kilogr. 


2 
2 
2 
2 
2 
A 
5 


2 kilogr. 5 jours. 


Pensant que la dose de toxine modifiée, contenue dans la 
panse, pouvait étre trop faible pour amener aussi rapidement 
Vimmunité chez les animaux de laboratoire, nous avons réalisé 
un mélange artificiel de liquide de panse et de toxine. 

Les expériences d immunisation ont été faites chez la souris, 
le Japin et le cobaye. 
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A un premier lot de souris, ila été injecté un mélange com- 
plétement atoxique; & un deuxiéme lot, un mélange encore 
légérement loxique. 

Avec un mélange atoxique (mélange de sept jours a 35°), 
injecté cing fois de suite & trois jours d’intervalle, & la dose de 
1 cent. cube (soit 0 c.c. 03 4 chaque fois de toxine modifiée) 
par voile sous-cutanée, il n’a été obtenu aucune immunité. Les 
souris ont succombé comme les témoins alinjection de 1 /20.000 
de toxine pure. 

Avec un mélange légérement toxique (mélange de quatre 
jours), les souris ont succombé tardivement au_ tétanos, 
méme si elles avaient élé préparées auparavant par le mélange 
aloxique. 

Sur les cobayes et les lapins, les expériences ont été conduites 
de la méme facon : 15 animaux recevaient chaque jour, sous la 
peau, 2 cent. cubes d'un mélange atoxique (mélange de sept 
jours), soit 0 c.c. 06 de toxine modifiée & chaque fois, pendant 
quinze jours. Cing jours aprés la derniére injection, ils rece- 
vaient, sous la peau, de la toxine pure (la dose minima mor- 
telle en trois jours). Ils succombaient comme les témoins. 

Ainsi, il ne nous a pas été possible de réaliser l'immunisation 
des espéces citées, en utilisant les injections sous-cutanées de 
loxine modifiée par le liquide de panse. Il est permis de penser 
que la toxine a perdu son pouvoir antigéne en méme temps que 
toxique, mais bien plutdt que la durée d’immunisation a été 
trop courte. Il ne faut pas oublier que l’immunité met des mois 
et méme des années a s’établir chez les Ruminants. II resterait 
d’ailleurs & déterminer le mode d’absorption de cette toxine 
modifiée (érosion de l’épithélium de la panse, épithélium 
de la caillette puisque l’on a montré le pouvoir absorbant de 
celle-ci). 

De toute facon, vérifiant l’hypothése de G. Ramon, il est 
démontré que la panse peut contenir des germes tétaniques. 
Ces germes trouvent, dans le milieu anaérobie et légerement 
alcalin du rumen, des conditions qui leur permeltent une pro- 
lifération, tres minime il est vrai. La toxine sécrétée est modi- 
fide lentement et rendue atoxique. Cetle atténuation est en 
rapport avec le métabolisme de la fermentation de la cellulose. 
Ces deux faits : prolifération possible des germes et atténuation 
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lente de la toxine, opposés a ce qui se passe dans le tube digestif 
des animaux & estomac simple (impossibilité de prolifération 
et, en tout cas, destruction brutale et rapide de la toxine artifi- 
ciellement introduite) mettent en évidence le rdle de Ja panse 
dans l'immunisation naturelle et progressive des Ruminants 
vis-a-vis du tétanos. 


UNE EPIDEMIE CHEZ LES SAUTERELLES MIGRATRICES. 
ISOLEMENT D’UN BACILLE PATHOGENE 
ESSAIS DE TRANSMISSION DE LA MALADIE 


par G. BOUVIER 


(Laboratotre vétérinaire de Luputa. Congo belge.) 


Historique. 


Vers la fin de février 1934, brusquement, et dans une région 
étendue, les indigenes annoncent qu’ils ont vu de grandes 
quantités de sauterelles mortes. En effet, dans les environs de 
Gandadjika (N’goye Bukoko), de nombreux endroits sont cou- 
verts de cadavres de sauterelles. Parfois un essaim se pose, et 
ne se reléve plus: toutes les sauterelles ont péri. 

Un phénoméne analogue se présente dans la région de 
Lusuku (ferme Moyaert). 

Les sautereiles mortes sont souvent accrochées aux grandes 
graminées et forment des grappes plus ou moins serrées. Sur 
une méme herbe, on peut voir des sanlerelles mortes depuis 
plusieurs jours, et d'autres qui viennent de périr (voir photo- 
graphies et fig. n° 64 de Uvarov, p. 136). 

Les deux espéces de sauterelles migratrices sont également 
alteintes : 

1° Nomadacris septemfasciata (Tshimungu des indigénes) 
dans les régions de Gandadjika et Lusuku; 

2° Locusta migratorioides (Mukumbi des indigénes) dans la 
région de Kadiata : route Luputa-Gandadjika. 

Nomadacris est d’ailleurs |’espéce la plus répandue. Sur la 
route Luputa-Gandadjika, parmi les essaims rencontrés, neuf 
sont des Nomadacris. Sur neuf stations ou des sauterelles 
mortes furent récoltées, deux seulement sont des Locusta. 

Les premiers échantillons de sauterelles mortes (Locusta) 
nous furent envoyés par M. Cuvelier, de Gandadjika. C’est de 
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ces échantillons que partirent nos essais. D’autres Locusta 
- Z r . r . . « ’, = 
furent récoltées dans la région de Kadiata, puis des Noma 
dacris dans les environs de Gandadjika. 


EssAl D'ISOLEMEYT DU GERME PATHOGENE. 


Les essais, en prenant des Nomadacris récoltées & Ganda- 
djika, ne furent pas concluants. Le broyat de sauterelles ino- 
culé & un lot de 50 larves ne donne que 5 morts aprés vingt- 
quatre heures, alors que le lot témoin en compte 9. 

La culture totale de Nomadacris, injectée & un lot de 
60 larves donne 34 morts aprés vingt-quatre heures. Témoins : 
9 morts sur un lot de 100 larves. 

Les essais avec la souche Nomadacris sont abandonnés. 


Soucuus Locusta. — Les échantillons de Locusta migrato- 
riowdes provenant de Kadiata ne montrent pas d’ecto- ou 
d’endoparasites. Un ver rond (sp?) était pourtant fort répandu 
ces derniers mois parmi les sauterelles migratrices. 

Par culture sur milieux ordinaires, nous avons obtenu 
divers germes que nous avons essayés. Les essais furent 
effectués par inoculation dans la cavité générale de larves 
de Nomedacris (1). 

La dose de culture oude broyat inoculé est de 1/20 de cen- 
timétre cube. Chaque essai comprend un lot de 50a 100 larves 
choisies au moment du besoin. En méme temps un lot témoin 
de 50 & 100 sujets recoit 1/20 de centimetre cube de bouillon 


ordinaire dans la cavité générale. Les résultats sont lus apres 
vingt-quatre heures. 


Lot n° 1, 50 larves. — Les premiers essais portent sur une culture en 
bouillon de broyat de sauterelles. La culture totale, sans isolement contient ; 

Un grand bacille sporulé. Gram positif. 

Un batonnet fin, Gram négatif. 

Des bacilles trapus, Gram négatif. 

Des coques isolés. 

Un streplocoque avec nombreuses formes en diplocoque. 

Apres douze heures, la moitié des sauterelles sont. mortes; aprés vingt- 
quatre heures. toutes ont péri. Le lot témoin perd 7 sauterelles. 

Lol n° 2, 50 larves. — Des Locustes sont broyées au mortier dans de l'eau 
physiologique. Le liquide est filtré sur gaze, sur papier, puis sur hougie L2. 


(1) Nous remercions M. Van den Broeck, A. T., d’avoir bien voulu nous 
fournir les larves de sauterelles nécessaires a nos essais. 
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Le filtrat est injecté 4 50 larves. Virus filtrant. Apres vingt-quatre heures, 
46 mortes; témoins : 7.Aprés quarante-huit heures, 24 mortes; témoins : 29. 

Lot n° 3, 50 larves. — Injection de culture en bouillon du bacille « A » 
isolé de sauterelles mortes. Le bacille « A » est un grand batonnet A bouts 
arrondis, Gram positif, avec spore médiane. 

Aprés vingt-quatre heures : 12 larves mortes. Témoins : 7 (1). 

Lot n® 4, 50 larves. — Injection de culture du petit batonnet court, 
arrondi, Gram négatif, isolé sous la dénomination « B ». 

29 mortes aprés vingt-quatre heures. Témoins : 7. 

Lot n° 5, 50 larves. — Injection de culture « C » : petit batonnet, Gram 
négatif, donnant de légers grumeaux en bouillon. Colonies blanchatres sur 
gélose. Aprés vingt-quatre heures, {2 mortes. Témoins : 9. 


Lot n° 6, 50 larves. — Inoculation de la culture « D » : petits batonnets 
Gram négatif. 15 mortes aprés vingt-quatre heures. Témoins: 9. 
Lot n° 10, 50 larves. — Injection de la culture « F » : petits batonnets 


arrondis aux extrémités, Gram négatif, donnant de grandes colonies plates, 
blanches. 

6 morts aprés vingt-quatre heures. Témoins : 9. 

Lot n° 11, 50 larves. — Inoculation de cullure « G » : colonies puncti- 
formes avec auréole dentelée. 

35 mortes aprés vingt-quatre heures. Témoins: 9. 

Lot n° 12, 50 larves. — Inoculation du bacille « H » isolé des sauterelles 
mortes du lot n° 4. 

50 mortes aprés vingt-quatre heures. Témoins : 9. 


Lot n° 13, 50 larves. — Méme bacille que « II » isolé du lot n° 4. 
44 mortes aprés vingt-quatre heures. 
Lot n° 14, 50 larves. — Méme bacille que « H » isolé du lot n° 1. 


47 mortes aprés vingt-quatre heures. 


Le bacille « H » se montrant trés virulent pour les larves de 
sauterelles migratrices, les essais sont continués avec cette 
souche uniquement. 

Un nouveau lot de 100 larves est inoculé de bacille « H ». 
A prés vingt-quatre heures, 98 larves sont mortes, les deux res- 
tantes meurent a la vingt-cinquiéme heure. Témoins : 9 mor- 
talités sur 100 larves. 

I] est facile de retrouver le bacille « H » dans la musculature 
de la cuisse, dans la cavité générale, dans les excréments des 
sauterelles inoculées. 


EssAl DE TRANSMISSION DU BACILLE « H » PAR ASPERSION. 
CULTURE EN BOUILLON ORDINAIRE. 


200 larves de Nomadacris sont mises dans une cage. Leur 
nourriture se composant de feuillesde bananier est arrosée de 


(1) Voir en annexe la description et les caractéres de culture des bacilles 
isolés de sauterelles migratrices. 
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culture de bacille « H ». 1450 larves sont morltes en six jours, 
le lot témoin comptant 117 morts. Le bacille « H » se 
montre done peu ou pas virulent pour les larves de Nomada- 
cris : infection par la nourriture. 

Les essais avec Nomadacris adultes furent plus encoura- 
geants : un lot de 200 sauterelles est mis dans une cage avec de 
la nourriture souillée de bacille « H ». Aprés quatre jours, 
20 sauterelles restent en vie. Le lot témoin compte encore 
80 sauterelles vivantes. 

Avec des cultures plus agées (sept & dix jours), nous avons 
obtenu les résultats ci-apres : 


Lots de 100 Womadacris adultes. Nourriture souillée de bacille « H » 


NUMERO eat Pe nea APRES slats 
des lots 24 feces 48 rauied W heures 96 heures 
TEMOWMSS | osc, ete. eed ees te 42 28 » 48 
TEMOMS.. cove eee 23 43 » 38 
NOS Mat pe heen cheeks Tamir see 25 71 » 10 

1 i ee EES, BH eee Se 56 90 » 2 
Li Mis Ree ees oe aia 16 719 » i) 
NOG get ee oe OTE 16 68 » 10 
AS Reece Sa Mae Re oc 34 90 » 10 
NOD eee ay sete ta gt lous eke 20 76 » 28 
SUE eet reper cs met Maan TEST 23 78 » 42 
AO a eet OSes ice ee, 138 52 » 24 


Un deuxiéme essai donne des résultats identiques : 


Lots de 100 Nomadacris adultes. Nourriture souillée de bacille « H ». 


siete Sa RESTE RESTE RESTE RESTE 
osilote apres aprés apres apres 
2¢ heures 48 heures 72 heures 96 heures 
Lemons: 4 sp cae ee er 90 67 36 23 
ANTNOVNASE yet we ee Ne 90 70 44 30 
PED eee Le tea as Oo Bt 4A 3 
WTS Drs eels eee aks gl aa 85 57 45 3 
Lb aera “eae ieee sae 90 64 416 4 
Yn ee Sma fh Ss Oe 89 42 4 4 


Dans un autre essai d’infection, nous avons pris des Noma- 
dacris adultes, auxquelles nous n’avons pas coupé les ailes. Ces 
sauterelles furent mises dans une grande chambre, la nourri- 
ture, composée de feuilles de bananier, fut aspergée de culture 
de bacille « H » en bouillon ordinaire. 

Sur 6.365 sauterelles, le 37 p. 100 est mort aprés soixante 
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heures. Les survivantes paraissent malades, ne cherchent pas 
ou peu a s’enfuir. Mises en liberté, elles s’éloignent peu, et 
restent sur les grandes herbes longuement avant de s’envoler. 
Leur vol est bas, sans vivacité. 

Le lot témoin de 5.380 sauterelles a perdu le 20 p. 100 de 
son effectif, mais les survivantes sont vives. Mises en liberté, 
elles s’envolent rapidement en prenant vite de la hauteur. 

Ces essais paraissent assez concluants, mais les expériences 
sont rendues trés difficiles, car il est toujours délicat de tenir 
des sauterelles migratrices en captivité. 

Ainsi, notre réserve de sauterelles mise en enclos planté de 
chiendent subit journellement des pertes sérieuses, malgré 
une nourriture abondante etles dimensions du parc: 15 métres 
de long sur 13 de large. Nous sommes d’ailleurs obligés de 
couper les ailes de nos sauterelles, ce qui parait leur nuire. 


Kssat D INFECTION D'UN ESSAIM DE NOMADACRIS ADULTES. 


Une grande colonie de sauterelles migratrices est signalée 
dans les environs de Kambaye (Société d’Elevage et de Cul- 
ture). Le nuage, de grandes dimensions, s’étant posé pour la 
nuit, fut en partie aspergé de bacille « H». La culture de dix 
jours fut dispersée au moyen de vaporisateurs et de seringues. 
Le nuage fut suivi et de nombreuses sauterelles mortes furent 
récoltées le lendemain et les jours suivants. 

Beaucoup de sauterelles s’agrippeat aux herbes et meurent 
dans cette position. Souvent les sauterelles malades prennent 
une teinte rouge vermillon intense. 

Parmi les sauterelles récoltées, nous avons trouvé : 


Nomadacris septemfasciata, males ........++:-. 46,7 p. 100 
Nomadacris septemfasciala, femelles. ....-+... 51,7 — 

Bocusta megratoriowdes |. % . + & += e+ + = * * 4,6 — 

Sur 16 sauterelles mortes, nous avons isolé : 

(SVG on a Oe ge Ree wo Geel oieD LISP ee enh stray ory purasigess 5 8 
SHIRE KXCOO WIC: <5 Sg b do cop Glues OmDleg| cmsciO st 50 aa UMCIa 8 
Bacilles long, fin Gram négatif......-+.+-++++--+- 3 
PA eMtoR ay eee L GUS ey eee Pree cecas «trek Shey RS wins weyP ewe 7 4 
Bacittes. «Li» . 275... 0). Fis Ge conte Re hitman SECO COREG 9 
BaGillenc Zh secant. toes shea OR ON et Kei cel Gr be eds { 
Champignons indéterminés (Empusa‘grilli?). . . 6 6 6 see 4 


putréfient tres rapidement, alors qu'une sauterelle morte avci- 
dentellement se desséche souvent. 

Le nuage a été perdu de vue aprés quelques jours, de sorte 
qu'il est impossible de tirer des conclusions. D’autre part, 
l’essaim pouvait ¢tre infecté déja, avant l’aspersion au bacille 
« H ». 


KIssaAl DE CONTAGION DIRECTE. 


Nous prenons des lots de 120 Nomadacris adultes, auxquels 
nous ajoutons 20 sauterelles injectées de bacille « H ». Les 
sauterelles mortes restent dans les cages pour permettre le 
contage. Aprés quarante-huit heures, les sauterelles inoculées 
sont mortes d’infection généralisée. Si, 8 ce moment nous pre- 
nons une sauterelle malade, il est facile d’en isoler un bacille 
donnant tous les caracléres morphologiques et culturaux du 
bacille « H ». Nous pouvons done dire que le bacille « H » est 
contagieux. ; 

Dans ces essais, les lots temoins donnent unemortalité moins 
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Il est & remarquer que les sauterelles trouvées mortes se 
élevée : 

) 


NUMERO KESTE RESTE RESTE RESTE 
des lots ish oneea ey eae Seunecese (3o,eoree 
TEMOINS:...cae ces cae see 67 36 23 9 
‘TEOMOINS =. ..%e « cee es 70 44 30 15 
WD Die Vaacerd ate Vode see ieee 71 39 13 4 
VS 3 cen aie oo ae eee = 13 44 19 0 
NA cds ac Gee alee ee 76 49 16 3 
Aas erie eee Be ac ere a! Al 17 2 


Kssals D INFECTION PAR CULTURES EX BOUILLON SPECIAL. 


Les essais faits en partant de cultures en bouillon ordinaire 
sont refaits avec des cultures de quelques jours en bouillon 
spécial de sauterelles. Le bacille « H » est entretenu sur ce 
milieu par passages successifs. 


Boulton De saurerettes. — 1 kilogramme de Nomadacris 
seplemfasciata est mis dans un grand ballon avec 2 lit. 1/2 
d'eau distillée et cuit pendant deux heures. Le ballon est alors 
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mis & la glaciére, ot les sauterelles macérent ainsi pendant 
deux jours. 

Le liquide obtenu est filtré sur papier et est ramené au 
volume de 2 litres. Ajouter : 


Chi onuresdeisodiuimpen aes sts.o Gan ene Onsen ale 
MePlOure CeMMeGtiee. wo Gi ew kw i _ 


Alcaliniser 4 la soude caustique pour obtenir un pH = 7,4. 

Précipiter & 120°, filtrer, répartir en ballons et stériliser. 

Le bouillon ainsi obtenu est brun doré, paraissant presque 
noir en grands ballons et présente l’odeur caractérislique de 
sauterelle. Le bacille « H » se développe abondamment dans le 
bouillon spécial et donne aprés quarante-huit heures un fort 
précipité brun clair formé par les bacilles. 


Lots de 100 Womadacris adultes dont la nourriture est aspergée 
de culture en bouillon spéciai. 


SRS RESTE RESTE KESTE RESTE 
des lots Diteréa esikonces Bo elses Lv eat 
MEMOINS as 4s. aves Adee sees 97 83 59 37 
TOMOMIS te wn ilen alk ve 5» OB 78 56 30 
UR Gwrem eee ats ier corsets ce nese 5 asi 51 40 2 
HS Mn ea ne cae eo lakes i OS 16 4 0 
Abe aha SEES Pine BR Fe ve one is 24 2 4 
le oh AB ls eicubrals 82 38 8 4 
EAD as hae een ee 89 16 0 0 
hs ear ae gia lt cc eee 13 25 42 2 
NEP ESE e 3,068 ee RON 45 47 5 
4 PAS Se eae a ree oa a Oe 34 19 6 


Description Ef CARACTERES DE CULTURE DES BACILLES ISOLES 
DE SAUTERELLES MIGRATRICES. 


Bacitte « A ». — Gros batonnets de 4 45 » de long, en chat- 
nettes ou isolés, aux extrémités arrondies, immobiles, mon- 
trant & frais une spore médiane trés brillante. Sur cullure en 
gélose trés nombreuses spores libres. 

Le batonnet prend facilement les colorants ordinaires ; il est 
Gram posilif. 

En bouillon ordinaire, trouble rapide et voile se déposant peu 
& peu au fond du tube. Le bouillon s’éclaircit en quelques jours. 

Bouillon glycériné : trouble rapide et voile se déposant peu 


5 
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a peu au fond du tube. Le bouillon s’éclaircit en quelques 
jours. 

Gélose ordinaire : colonies blanches se développant rapide- 
ment. 

Gélose glycérinée : colonies blanches se développant rapi- 
dement. 

Gélatine en piqtre : développement le long de la piqtre et 
liquéfaction en surface. 

Pomme de terre : colonies blanches brillantes, envahis- 
santes. 

Gélose & la thionine : développement de colonies blanches. 

Gélose a la fuchsine : développement tardif et gréle. 

Gélose au plomb : pas de développement de H,S. 

Sabouraud : développement rapide. 

Le bacille « A » fermente, sans production de gaz : galac- 
tose, lactose, glucose, lévulose, maltose et saccharose. Il est 
sans action sur la dulcite, la mannite ef la glycérine. 

N’est pas pathogéne pour le cobaye. | 


Bacttte « B ». — Petit batonnet cocciforme de 1 & 1,5 » de 
long, immobile, se colorant facilement avec les colorants 
usuels. Il ne prend pas le Gram. 

Bouillon ordinaire : trouble intense aprés vingt-quatre 
heures. Dépot et légére collerette. 

Bouillon glycériné : trouble intense apres vingt-quatre 
heures. Dépot et légére collerette. 

(iélose ordinaire : petites colonies blanches rondes, légére- 
ment bombées, brunissant a la longue. 

Gélose glycérinée : petites colonies blanches rondes, légére- 
ment bombées, brunissant 4 la longue. 

Gélatine en piqire : développement le long de la piqtire sans 
liquéfaction. 

Pomme de terre glycérinée : développement d’une nappe 
légérement jaunaltre. 

Gélose & la thionine : développement de colonies arrondies, 
bleutées. 

Gélose a la fuchsine : colonies rosées. 

Gélose au plomb : pas de noircissement. 

Sabouraud : développement. 
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Action sur les sucres: 


GalaChOSe ess te ie fe sos Fermentation. 
Te ACLOSC Ne om GAs, ees) Fermentation. 
Glucose te a. 34 Fermentation avec production de gaz. 
Wuleiteiergsoe, 2) See Fermentation avec production de gaz. 
WEVINOSC¥- ci gtw cuckoo Fermentation. 
Maltose, Saccharose et 
Manmiteaeom ce. ane Fermentation avec production de gaz. 
GhyreCrnmes) (Vesa. ia ads Acidification du milieu. 
Bacitte « C ». — Coccobacille de 1 a4» 6 de long, animé 


de légers mouvements sur place. I] ne prend pas le Gram. 

Cultures : bouillon ordinaire : trouble avec petits grumeaux 
se déposant au fond du tube. Collerette et léger voile. 

En gélose inclinée, colonies blane-jaunatre se développant 
rapidement. 

Gélatine en piqtre : développement sans liquéfaction. 

Pomme de terre glycérinée : colonies plates brillantes jaune 
creme. 

Gélose a la thionine : développement avec décoloration du 
milieu. 

Gélose a la fuchsine : colonies rouges. 

Gélose au plomb : pas de noircissement. 

Sabouraud : développement rapide. 

Action sur les sucres : le bacille « GC » fermente sans pro- 
duction de gaz : galactose, lactose, glucose, lévulose, maltose 
et saccharose. Il est sans action sur : dulcite, mannite et gly- 
cérine. 

Le bacille ne se montre pas pathogéne pour le rat blanc. 


Bacitte « D ». — Petit batonnet court & bouts arrondis, 
isolé ou par deux, animé d’un mouvement de vibration, Le 
bacille ne prend pas le Gram. 

Cultures : bouillon ordinaire : trouble avec petit dépot. 

Bouillon glycériné : trouble. 

Gélose ordinaire : petites colonies blanches, rondes, légére- 
ment bombées. 

Gélose glycérinée : petites colonies blanches, rondes, légere- 


ment bombées. 
A Cows 9 Takh d« 
Gélatine en piqtre : fines colonies le long de la piqtre. Pas 
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de liquéfaction. Aprés quelques jours de culture, formation de 
bulles de gaz au fond du tube. 

Pomme de terre glycérinée : colonies brillantes, jaunatres, 
visqueuses. 

Gélose & la thionine : colonies bleutées. 

Gélose & la fuchsine : grandes colonies rouges. 

Gélose au plomb : pas de production d’H*s. 

Action sur les sucres : galactose, glucose, lévulose, maltose, 
saccharose et mannite sont fermentés avec production de gaz. 
Acidification de la glycérine. Pas d’action sur: lactose et 
dulcite. 


BacittE « F ». — Batonnets & bouts arrondis, isolés, deux 
fois plus long que large, de 1» 5&2» 5 de long. Mouvements 
vibratoires sans translation. 

Le bacille ne prend pas le Gram. 

Cultures : bouillon ordinaire : trouble avec dépdt blanc aprés 
vingt-quatre heures. Pas de collerette. 

Bouillon glycériné : trouble intense, homogéne. 

Gélose ordinaire : petites colonies blanches, rondes, bril- 
lantes, légérement bombées. 

Gélose g'ycérinée : petites colonies blanches, rondes, bril- 
lantes, légerement bombées. 

Gélatine en piqire : développement sans liquéfaction. 

Pomme de terre glycérinée : colonies envahissanles, couleur 
creme. 

Gélose & la thionine : pelites colonies rondes, bleudtres. 

Gélose & la fuchsine : développement de colonies roses. 

Sabouraud : développement comme sur gélose. 

Galactose, lactose, glucose, lévulose, maltose, saccharose et 
mannite sont fermentés avec production de gaz. La glycérine 
est attaquée. La dulcite n’est pas fermentée. 


Bacitte « G », — Petits baitonnels fins, & bouts arroniis, ne 
prenant pas le Gram. ; 

Cultures : bouillon ordinaire : trouble avec légere collerette. 

Bouillon glycériné : trouble avec légére collerette. 

Gélose ordinaire : colonies arrondies avec auréole dentelée, 
blanc nacré, transparentes. 
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Gélose glycérinée : colonies arrondies avec auréole dentelée, 
blanc nacré, transparentes. 

Gélatine, en piqtre : développement le long de la piqtre, 
sans liquéfaction. 

Gélose au plomb : noircissement intense. 

Sabouraud : développement. 

Action sur les sucres : galactose : fermentation et léger déve- 
loppement de gaz. Jdem pour glucose, maltose, saccharose et 
mannite. Lactose, dulcite et lévulose ne sont pas attaqués. 


Bacitte « H ». — Sans coloration, en goutte pendante, petit 
batonnet court, isolé, animé d’un mouvement sur place. Le 
bacille se colore aisément avec : bleu de méthyléne, éosine, 
fuchsine, thionine, violet de gentiane et Giemsa. I] ne prend 
ni le Ziehl, ni le Gram. 

C’est un badtonnet deux fois plus long que large, de dimension 
variant entre 145 & 2. Ni spore, ni capsule. 

Cultures : bouillon ordinaire : ondes moirées en douze heures, 
puis trouble intense. Légére collerette nacréc. 

Bouillon glycériné : ondes moirées en douze heures, puis 
trouble intense. Légére collerette nacrée. 

Gélose ordinaire : développement en douze heures de fines 
colonies blanches, brillantes, lisses, légérement bombées, 
nacrées et transparentes. 

En strie, colonie blanc nacré. 

Le développement est a peine retardé a la température ordi- 
naire. 

Gélose glycérinée : développement en douze heures de fines 
colonies blanches, brillantes, lisses, légérement bombées, 
nacrées et transparentes. 

Gélatine en culot :ensemencement en piqire profonde : déve- 
loppement le long de Ja piqire de colonies blanches en légers 
nuages. Liquéfaction légére en surface aprés vingt-quatre 
heures, puis la liquéfaction continue en profondeur pour étre 
rapidement totale. 

Pomme de terre glycérinée : colonies brillantes, blanches, 
envahissant rapidement toute la surface du tubercule. 

Gélose a la thionine au 25/1.000 : développement avec déco- 
loration du milieu. 
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Gélose 4 la fuchsine au 30/1.000 : développement de colonies 
rouges. 

Gélose au plomb : pas de noircissement. 

Sabouraud : développement abondant en vingt-quatre heures. 
Colonies blanc nacré. 

Action sur les sucres : le bacille « H » fermente : galactose, 
lactose, glucose, lévulose, maltose, saccharose et mannile. Ne 
fermente pas la dulcite et est sans action sur la glycérine. Pas 
de production de gaz. 

Tube B : teinte saumon sans fluorescence. Pas de gaz, puis, 
aprés soixante-douze heures : légére fluorescence. 

Action sur les animaux : le bacille est sams action sur 
l'homme et sur les animaux de laboratoire. Il tue par contre 
les sauterelles migratrices par inoculation dans la cavité géné- 
rale. Le bacille se retrouve alors dans la musculature et dans 
les excréments. Nous ne l’avons jamais rencontré chez des sau- 
terelles saines. 


Bacitte « L ». — Ce bacille a été isolé en partant d’excré- 
ments de sauterelles saines. Microscopiquemen! identique au 
bacille « H », il présente les différences de cultures suivantes : 

En gélatine, le bacille se développe le long de la piqtre : 
petites colonies blamches. Pas de liquéfactiou. Aprés quelques 
jours, il se forme, au fond du tube, des bulles de gaz. 

Sur gélose a la thionine, le bacille donne des colonies 
bleues. 

Action sur les sucres : comme le bacille « H », le bacille « L» 
fermente le glucose, galactose, lactose, lévulose, maltose, sac- 
charose et mannite, mais en produtsant abondamment des gaz. 
La dulcite et la glycérine ne sont pas altaquées. 

Par inoculation dans la cavité générale de sauterelles migra- 
trices, le bacille tue 64 p. 100 alors que le lot témoin ne perd 
que 12 p. 100 en vingt-quatre heures. 

Le bacille « L » se montre identique au bacille n° 4 de Brut- 
saert, bacille isolé et essayé 4 Klisabethville en 1933. 


Bacitte « M ». — Ce bacille isolé de Nomadacris (lot n° 1) se 
présente comme suit: petit batonnet court, arrondi, ne prenant 
pas le Gram. 
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Cultures : bouillon ordinaire : trouble et voile en vingt-quatre 
heures. . 

Bouillon glycériné : trouble et voile en vingt-quatre heures. 

Gélose ordinaire : colonies blanches trés adhérentes au milieu. 

Gélatine en piqtre : liquéfaction totale. 

Pomme de terre glycérinée, masse unie, brillante, jaunatre. 

Gélose a la thionine : développement de fines colonies blan- 
chatres. 

Gélose a la fuchsine : développement de fines colonies blan- 
chatres. 

Gélose au plomb : pas de noircissement. 

Le bacille ne fermente aucun sucre. 


Bacitte « X », — Streptocoque & chainettes courtes, souvent 
en diplocoques. I] prend le Gram. 

Cultures : fort développement sur milieux sang. 

Bouillon ordinaire : petits grains se développant lentement 
et se déposant au fond du tube. Le bouillon reste clair. 

En bouillon glycériné, le développement est retardé. 

Gélose ordinaire : petites colonies blanches se développant 
lentement. En gélose glycérinée, le développement est plus 
lent et plus gréle. 

Gélatine en piqire : petites colonies rondes jaunatres se 
développant lentement le long de la piqtre. 

Gélose a la thionine et 4 la fuchsine : développement gréle 
et lent. 

Action sur les sucres : galactose, glucose, lévulose, maltose 
et saccharose sont fermentés- Lactose, dulcite, mannite et gly- 
cérine ne sont pas atlaqués. 


Bacitte « Z ». — Petit coccus isolé ou en diplocoque. Il 
prend le Gram. 

Le germe se développe abondamment sur milieux sang. 

En bouillon ordinaire : développement lent : trouble léger, 
puis le bouillon s’éclaircit par précipitation des coques. 

Gélose ordinaire : trés fines colonies se développant trés len- 
tement. 

Gélatine en culot : développement lent de petites colonies 
sphériques tout le long de Ja pigire. 
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Gélose & la thionine et gélose 4 la fuchsine : pas de dévelop- 


pement. 
Action sur les sucres : galactose, glucose, lévulose, mallose, 
saccharose et mannite sont fermentés. La dulcite et la glycérine 


ne sont pas altaquées. 


Tableau récapitulatif des bacilles. 


BACILLE 
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(1) Aprés un an de repiquage sur milieu ordinaire, le lactose n’est plus attaqué. 
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CONTRIBUTION A L’ETUDE 
DES REACTIONS DE FIXATION NON SPECIFIQUES 
AVEC DES ANTIGENES HETEROGENES 
DANS LE SCLEROME 


par W. M. GUERKESSE, docent, et I. S. NIGUINA, assistant. 


(Instetut de Microbiologie et d’Epidémiologie de la Russie 
blanche soviétique, Minsk. Directeur en chef : D' J. S. Rov- 
BINSTEIN ; Directeur scientifique : professeur S. M. Fauve). 


La diversité des opinions sur la spécificité de la réaction de 
fixation du complément dans le sclérome nous a incités A 
étudier d'une maniére plus détaillée la réaction des sérums 
des scléromateux avérés et des immunsérums, non seulement 
avec des antigenes scléromateux, mais aussi avec des anti- 
genes des autres microbes encapsulés (bacille de Friedlander 
et autres). . 

Pliusieurs auteurs (Streit, Tomaszek, Quast, Meisel, Miku- 
laszek, Neuber, Elberte, Guerkesse) attribuent une grande 
importance a la réaction de fixation du complément dans le 
sclérome. Ils obtiennent, chez des malades scléromateux, une 
réaction posilive avec un antigeéne scléromateux et une réac- 
lion négative ou un faible arrét de l’hémolyse avec des anti- 
génes des autres microbes du groupe encapsulé; le méme fait 
est signalé pour les immunsérums qui réagiraient seulement 
avec l'antigéne des bacilles scléromateux, mais non avec des 
antigénes hétérogénes. 

D’autres auteurs (Kabelik, Gaziorovsky, Drobotko, Berta- 
relli, Erben, Bollner, Reibmayer, Area et Leas) rapportent 
des cas ot la réaction de Bordet-Gengou donne des résultats 
positifs & la fois avec l’antigéne scléromateux et avec Pantigéne 
des bacilles de Friedlaender, de l’ozéne, aerogenes. Certains 
de ces auteurs indiquent cependant que les sérums scléroma- 
teux et les immunsérums réagissent plus fortement avec l’anti- 
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gene spécifique qu’avec les autres. Il s’agirait de réactions de 
groupe. 

Dans les recherches que nous avons effectuées sur ce sujet, 
nous avons porté notre attention principalement sur l’origine 
des souches employées en qualité d’antigénes hétérogénes, 
suivant gu’elles avaient été isolées de malades scléromateux 
ou non scléromateux. Nous nous sommes demandé si le séjour 
prolongé des bacilles de Friedlinder avec le virus scléroma- 
teux sur la muqueuse nasale était susceptible de leur conférer 
certaines des propriétés de ce dernier virus, ce qui expliquerait 
la possibilité d’une réaction de fixation du complément posi- 
tive des souches hétérogénes (isolées des malades scléroma- 
teux) avec les sérums scléromateux. 


Pour nos expériences, nous nous sommes servi d’antigeénes sous forme 
d’émulsion fraiche chauffée 4 85° pendant une heure et sous forme d’anti- 
gene constant proposé par nous (Guerkesse). Les cultures gélosées glycé- 
rinées de vingt-quatre heures sont lavées avec une solution physiologique 
phéniquée a 0,5 p. 100, de facon a obtenir une émulsion épaisse. Cette émul- 
sion est agilée dans un flacon contenant des billes de verre, puis chauffée 
au bain-marie 4 80° durant une heure. Avant l’emploi, on la dilue avec de 
Yeau physiologique au titre convenable. Cet antigéne, vérifié par nous sur 
un grand nombre de sérums provenant de sujets notoirement scléromateux 
et non scléromateux, s’est montré spécifique, stable et capable de conserver 


pendant longtemps son pouyoir et son titre (une année, d’aprés nos obser- 
vations). 


L’antigéne méthylique fixe que nous avons préparé d’aprés 
la méthode de I’Institut bactériologique et sanitaire de Kiev, 
s'est montré non spécifique déja quelques semaines aprés sa 
préparation. Les souches utilisées comme antigenes étaient 
choisies parmi les nombreuses variélés que nous possédons au 
musée de notre Institut. 

La méthode que nous employons est la suivante : 


La réaction se fait avec deux antigénes scléromateux (émulsion fraiche 
et antigéne fixe) et hétérogénes. Le sérum examiné est dilué A 1 p. 5, le 
complément & 1 p. 16 et 1 p. 47, les antigénes (conformément au titre) sont 
employés a doses décroissantes (0,25, 0,20, 0,10 et 0,03). Le systéme hémoly- 
lique est le méme que pour la réaction de Bordet-Wassermann. 


Pour la commodité, nous répartirons nos expériences en 
deux parties : 
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Dans la premiere partie, nous avons étudié 6 races de bacilles 
de Friedlander isolées chez des malades scléromateux et 
5 races de bacilles de Friedlaender isolées chez des malades 
non scléromateux. 

Nos recherches montrent que parmi les races de bacilles de 
Friedlaender isolées chez des malades scléromateux, celle por- 
tant le n° 67 et essayée sur 117 sérums scléromateux a fourni 
78 résultats positifs et 19 faiblement positifs ; celle portant le 
n° 288 a fourni, sur 20 sérums scléromateux, 5 résultats posi- 
ifs et 6 faiblement positifs; la souche n° 86 essayée sur 
34 sérums scléromateux a donné 10 résultats positifs et 9 fai- 
blement positifs; la souche n° 25, essayée sur 21 sérums sclé- 
romateux, a donné 6 résultats positifs et 5 faiblement positifs. 
Enfin, la souche n° 50 a donné 3 résultats positifs sur 3 sérums 
scléromateux. 

Parmi les races de bacilles de Friedlander isolées chez des 
malades non scléromateux, celle qui porte le n° 63, contrélée 
sur 101 sérums scléromateux, a donné 8 résultats positifs et 
9 légérement positifs, la race n° 64, appliquée sur 33 sérums 
scléromateux, a fourni 5 résultats positifs et 4 légerement 
positifs, les races n°® 23, 28, 22, employées chacune sur 
8 sérums scléromateux, ont donné chacune une réponse posi- 
tive et une légérement positive. 

Avec toute une série de sérums non scléromateux, toutes 
les souches ont donné un résultat positif. Les souches de 
bacilles de Frisch, employées a titre de controle, ont fourni, 
dans tous les cas, un résultat positif (souche n° 92 vérifiée sur 
115 sérums). Ces mémes souches, essayées sur des sérums 
scléromateux, souches n®* 89 et 90 contrdlées chacune sur 
492 sérums scléromateux, ont fourni, dans tous les cas, des 
réponses négatives (la souche n° 89 dans 195 cas et les sou- 
ches n®* 90 et 92 dans 281 cas chacune). 

Dans quelques essais sur la réaction allergique cutanée 
chez des malades scléromateux (Guerkesse et Aloukere), on a 
utilisé, dans 5 cas de sclérome, un allergéne des bacilles de 
Friedlaender isolés chez des malades scléromateux. Le résultat 
de la réaction a été idenlique, par son intensité, 4 la réaction 
obtenue avec l’allergéne des bacilles de Frisch. 

Ainsi, nos expériences ont démontré que les résultats posi- 
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tifs non spécifiques des sérums scléromateux avec des antigenes 
hétérogénes s’obtiennent, dans la majorité absolue des cas, 
aux dépens des souches isolées chez des malades scléroma- 
teux. Ceci est surtout démonstratif pour la souche n° 67. Les 
souches des bacilles de Friedlander isolées chez des malades 
non scléromateux, ont donné beaucoup plus rarement et d’une 
facon plus faible, des résultats non spécifiques avec des sérums 
scléromaleux. 

Dans la seconde partie de nos expériences, nous avons 
immunisé 7 lapins, dont 4 avec diverses souches de bacilles de 
Friedlinder isolées chez des malades scléromateux et 3 avec 
des souches de bacilles de Friedlander isolées chez des malades 
non scléromateux. Avant limmunisation, le sang des lapins 
était vérifié par la réaction de Bordet-Gengou avec toule une 
série de souches de bacilles de Frisch (souches qui ont servi 
ultérieurement a l’examen de nos immunsérums). Dans tous 
les cas, la réaction fut négative. Aprés vérification du sang des 
lapins sains, nous avons effectué leur immunisation. Une émul- 
sion de cultures contenant 1 milliard de corps bactériens par 
centimétre cube, était chauffée & 70° durant une heure et 
injeclée a des lapins par voie veineuse a 5 ou 6 reprises et 
a des intervalles de trois jours, aux doses progressives de 
O16. €.52-8,0°C.:6,05. 

Le tableau montre gue le sérum anti-souche n° 288 (bacilles 
de Friedlander isolés chez des malades scléromateux) controlé 
sur 29 races scléromateuses, a donné un résullat positif, 
8 légérement positifs el 20 négatifs. Le sérum anti-souche n° 86 
(bacilles de Friedlander isolés chez des malades scléroma- 
teux) vérifié sur 20 races scléromateuses, a fourni 16 résultats 
positifs, 10 légerement posilifs et 3 négatifs. Le sérum anti- 
souche n° 67 (bacilles de Friedlinder prélevés chez les scléro- 
mateux) vérifié sur 18 races scléromateuses, a donné 15 résul- 
tats positifs et 3 négatifs. Seul le sérum anti-souche n° 24 
(bacilles de Friedlander provenant de malades scléromateux) 
vérifié sur 26 races scléromateuses, a donné, dans tous les cas, 
un résultat négatif. Dans ce cas, ot l’on ignore la durée du 
séjour du bacille de Friedlander dans le nez du malade scléro- 
mateux, on peut admettre que ce germe n’a pas eu le temps 
d’acquérir telles ou telles propriétés du bacille de Frisch. 
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Réaction de fixation du complément. 
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Kn ce qui concerne les immunsérums anti-souches n° 22, 
63, 64 (bacilles de Friedlinder isolés chez des malades non 
scléromateux), vérifiés chacun sur 28 souches scléromateuses, 
Yun n’a fourni que des résultats négatifs et les deux autres 
n'ont donné que deux résultats positifs. 

Des expériences relatives 4 d’autres bactéries du groupe 
muqueux encapsulé sont en cours. 

Nous voyons ainsi que les résultats positifs non spécifiques 
des sérums immunisés avec des antigénes hétérogénes (bacilles 
de Frisch) sont obtenus, de méme que dans la premicre 
partie des expériences, dans la majorilé absolue des cas, aux 
dépens des immunsérums obtenus par l'immunisation des 
lapins par des bacilles de Friedliinder isolés chez des malades 
scléromateux. 
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Nos observations nous aulorisent & supposer que les auteurs 
qui ont obtenu souvent une réaction de fixation du complément 
forte et non spécifique avec des souches hétérogénes avaient 
i leur disposition des souches prélevées chez des malades sclé- 
romateux. 


CONCLUSIONS. 


1° Les souches hétérogénes isolées chez des malades non 
scléromateux donnent parfois une réaction de fixation du com- 
plément positive avec le sérum de malades scléromateux et 
avec les sérums expérimentaux; mais cette réaction est en 
général peu prononcée. 

2° Les réactions non spécifiques avec des anligénes hétéro- 
genes doivent, dans la majorité absolue des cas, étre attribuées 
& l'emploi de souches isolées des malades scléromateux. 


‘e 


UN NOUVEAU MILIEU NUTRITIF 
POUR LA PREPARATION DE LA TUBERCULINE 


par D. A. ZUWERKALOW et A. Kn. SARKISSOFF. 


(Laboratotre scientifique central pour le contrdle des prépa- 
rations biologigues vétérinaires, Commissariat de I’ Agri- 
culture de [U. R.S. S. Directeur: F. 1. Kaan.) 


Depuis 1909, de nombreuses recherches ont eu pour objet 
de remplacer par des milieux synthétiques (Lowenstein et Pick, 
Calmette, Massol et Breton, Sauton, Long, Dorset, Frouin, 
Lockeman, Model, Proskauer et Beck, ectc.), le bouillon de 
viande peptoné glycériné qui, dans la méthode originale de 
R. Koch, est employé pour la préparation de la tuberculine. 
Le bacille tuberculeux donne une plus ou moins bonne culture 
sur tous ces milieux nutritifs. 

Dans nombre de mémoires publiés, il est indiqué que le 
bouillon de viande peptoné glycériné n’est pas indifférent pour 
les sujets tuberculeux. Au Congrés de Pédiatrie, tenu a Diissel- 
dorf en 1926, Moro, Koller et Déltner ont montré que la teneur 
de la tuberculine en amines d origine biologique, histamine et 
autres, enlrave la réaction a la tuberculine et lui enléve sa 
spécificité. Cela ne peut surprendre, car la variabilité du 
bouillon de viande peptoné est due a la complexité de compo- 
sition des muscles, A l’espéce, l’age et l'état de nutrition de 
Vanimal dont on emploie la viande, etc.; par ailleurs, les 
diverses méthodes de traitement de la viande donnent des 
milieux nutritifs de composition tout a fait différente. Cette 
variabilité de la composition du milieu entraine la variabilité 
de croissance des hacilles de Koch, d’ou une activité et une 
spécificité variables de la tuberculine elle-méme. 

En se fondant sur ces faits, de nombreux auteurs ont cherché 
& remplacer la viande par des matiéres végétales. On pourrait 
dresser une longue liste de milieux végétaux proposes par 
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divers auteurs pour les recherches bactériologiques. On a 
essayé d'utiliser le soja (Belenky, Makarowa, Akimow et 
Nakhimson, Riakhovsky, Lekhtisier et Keroute), le haricot 
‘Barlace), la betterave (Kamenetsky). Plusieurs auteurs ont 
ajouté une certaine quantité d’extrait de viande aux milieux 
végétaux : ainsi, Mikhailova, Groudinsky et Kamenetsky ajou- 
taient de la peptone; Marijine et Chinanowskaia du bouillon de 
viande, ete. Avec de tels milieux, il était difficile de conclure 
si la croissance des bactéries était due aux éléments végétaux 
ou aux extraits ajoutés ; en outre, ces milieux présentaient les 
inconvénients du bouillon de viande peploné glycériné. 

Nous nous sommes proposé de trouver un milieu nutritif ne 
présentant pas les inconvénients sus-indiqués, pour la prépa- 
ration de la tuberculine. Notre but principal était d éliminer 
les protéides animaux ou les produits de leur hydrolyse, afin 
dobtenir un milieu simple, peu cotteux, dans lequel le prin- 
cipe actif de la tuberculine ne serait pas asssocié, 4 d'autres 
antigenes non spécifiques. 

La pomme de terre — employée depuis longtemps dans la 
pratique baclériologique pour la culture de bacilles de Koch 
a d’autres fins que Ja tuberculine — nous a paru la plus appro- 
priée. Elle contient divers éléments favorables & la croissance 
des micro-organismes : des protéides et de l’asparagine, d’une 
part, des glucides, des phosphates et du potassium en abon- 
dance, d’autre part. 

Cependant, la préparation du milieu liquide & la pomme de 
terre offre certaines difficultés techniques. Tout d’abord, la 
grande teneur en amidon empéche d’obtenir un extrait lim- 
pide par l’infusion ou l’ébullition simple des pommes de terre, 
recommandée par certains auteurs : le bouillon obtenu n'est 
pas transparent et ne se laisse pas filtrer. La méthode d’infu- 
sion etde macération avec décantalion ultérieure de la partie 
liquide ne pouvait oous satisfaire non plus, parce qu'une 
grande partie de la pomme de terre (70 a 90 p. 100) restait non 
ulilisée. Il était done nécessaire de trouver une méthode per- 
metiant de rendre toutes les substances nutritives facilement 
solubles. 

A cet effet, nous avons eu recours a la méthode d’hydrolyse 
partielle a Vaide de l'acide sulfurique. 
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Apres cette hydrolyse, il ne reste qu’une partie négligeable 
non soluble de la pomme de terre (6 & 7 p. 100 de la masse) ; 
elle aboutit ainsi & une utilisation beaucoup plus effective que 
la méthode d infusion ou d’ébullition. 


PREPARATION pU MILIEU. — Un kilogramme de pommes de terre épluchées et 
rapées est additionné de 5 litres d'eau distillée et de 15 cent. cubes d’acide 
sulfurique (poids spécifique : 1,84). Le tout est mélangé et hydrolysé a I’au- 
toclave sous une pression de 1 atmosphére 1/2 pendant une heure et demie. 
Au bout de ce temps, le liquide est filtré sur de la gaze, le résidu pressé et 
Vhydrolysat filtré 4 travers un filtre de papier. Le filtrat est additionné 
d'eau distillée et son volume ramené a 10 litres. Le liquide obtenu est de 
couleur jaune paille. L’hydrolysat, préalablement chauffé jusqu’a 80°, est 
nentralisé avec de la potasse jusqu’Aé pH =7,1. Ge traitement a pour effet 
de troubler le milieu, du fait de la précipitation des protéides lors de la 
modification du pH. Puis l’hydrolysat est additionné de 5 grammes d’oxa- 
late d’ammonium, 10 cent. cubes de glycérine, de solution-tampon de phos- 
phate de pH 7,1-7,2 d’aprés Sorensen (3 gr. 70 de Na,HPO, et 1 gr. 23 de 
KH,PO, par litre). Aprés l’addition des sels, la réaction doit étre de pH 7,4 
a 7,2. Aprés un repos d’une heure et demie ou deux, on filtre et on stérilise 
le milieu a la vapeur fluente pendant trente minutes deux jours de 
suite (1). 

Le milieu ainsi obtenu a l’aspect du bouillon de viande peptoné glycériné. 


CompPosITION CHIMIQUE DU MILIEU A LA POMME DE TERRE. 


Nous avons procédé &l’analyse chimique comparée du milieu 
a la pomme de terre et du bouillon peptoné glycériné. Les 
résultats obtenus sont consignés dans le tableau I. 

Il ressort de ce tableau que la teneur du milieu 4 la pomme 
de terre en produits azotés est deux fois moindre que celle du 
bouillon de viande peptoné. Parmi les produits azotés, ily a 
trés peu de protéides, ce qui est trés important, étant donné 
que toutes les protéides ne peuvent étre assimilées par le 
bacille tuberculeux. On sait que l’azote aminé est le plus faci- 
lement assimilé et nous voyons que notre hydrolysat en 
contient deux fois plus que le bouillon de viande peptoné glycé- 
riné. 

Au moyen de [’hydrolyse, nous avons donc transformé les 
substances azotées de la pomme de terre en produits facilement 


solubles et assimilables. 


(1) La stérilisation du milieu a autoclave est contre-indiquée, parce 
qu'elle provoque une forte caramélisation qui entrave la croissance des 


bacilles. 
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Tasteau I. -- Composition chimique des milieux. 
MILTEU BOUILLON 
ala de viande 
pomme de terre peploné glycériné 
en grammes en grammes 
p- 100 p. 100 
Azote totals sb.nc5 Bee Sl ae ae 0,160 0, 3125 
Proteide sient i ite jn settee cue ee 0,004 0 0225 
Polypeptides et peptone. ....... 0,255 
Azote aminé [NHs] (tf). .... (el ae 20,063 0,035 
Azote anpsmoniacal (2)... . 0. .4. 0,093 
Substances réductrices ........ 45 
Glycerine i s5<)-< Gee ee eee 4 4 
Résidw:salide:s 2 sie nr ea eR 3h 7,46 
Cendresrgar isd wok we hee Fee 0,845 0,753 
DHE Go Sr cote,» Saal. Gem en ee onc tere Wine tone 
Viseositégekiacc sii. |e sen eeies 125 4,225 
Hensionesuperticuelkeay. 20) we eee e 88,46 85,49 
Poids spéemiques. Sr. )o .0.) mee 4,049 4,017 


Outre les substances azotées, notre milieu contient des glu- 
cides qui font défaut dans le bouillon peptoné et dont l’impor- 
tance pour la culture du bacille de Koch sera discutée plus loin. 
Les glucides de notre milieu sont composés principalement 
de glucose ou d’autres produits moins avancés de la désagré- 
tion de l’amidon. Enfin, notre milieu est riche en phosphates, 
jouant le rdle de tampon. 


CULTURE DES BACILLES DE Kocu EN MILIEU A LA POMME DE TERRE. 


Pour la culture, nous nous sommes servi des souches 8, 11, 
14 Vallée et A. V. B. Ces souches étaient ensemencées sur du 
milieu & la pomme de terre afin d’obtenir la premiére généra- 
tion; les voiles de premiére génération étaient utilisés pour les 
ensemencements ultérieurs. 

Les cultures étaient effectuées dans des ballons mesurant 
19 12 avec un goulot de 4 centimétres de diamétre contenant 
chacun 14 litre de milieu; nous avons ensemencé en tout 
50 ballons. Les méme souches, empruntées a des cultures sur 
du bouillon de viande peptoné glycériné, furent transplantées 
sur le méme bouillon pour le controle. La culture des bacilles 


(1) D’aprés Van Slyke. 
(2) Apporté par l’oxalate d’ammonium. 
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de Koch en milieu 4 la pomme de terre et en milieu ordinaire 
était effectuée dans des conditions rigoureusement identiques. 
Aprés un ou deux mois de croissance, elles ont été soumises 
aux examens suivants : évaluation du pH avant et apres stérili- 
sation, évaluation de la récolte bactérienne et du poids de la 
culture dans chaque ballon. 


Moorritcations pu PH 
AU COURS DE LA CULTURE DES BACILLES DE Kocu. 


Tout d’abord, il faut mettre en évidence les modifications du 
pH qui se produisent dans la culture des hacilles tuberculeux 
en milieu & la pomme de terre. 

Dans nos essais, la réaction du milieu pour les cultures d’un 
mois s’abaissait jusqu’a pH 6,7 & 6,3. 

Aprés deux mois de croissance des bacilles de Koch sur du 
bouillon de viande peptoné glycériné, le pH atteignait 7,6 a 7,8 
et sur milieu minéral 5,6 a 5,8. Avec de telles valeurs du pH, 
la croissance normale des bacilles de Koch devient impossible. 

Dans une culture de deux mois en milieu a la pomme de 
terre, le pH ne dépassa pas les limites qui conviennent & la 
croissance du bacille de Koch (pH —6,3). 

Or, toutes autres conditions égales, la stabilité du pH du 
milieu reléve du pouvoir-tampon de ce milieu. En ajoutant une 
combinaison de deux phosphates (KK et Na) au milieu a la 
pomme de terre, nous réalisions deux conditions importantes : 
d’une part, ces sels sont indispensables pour la croissance de la 
masse bactérienne et, de l’autre, leur combinaison augmente 
le pouvoir-tampon du milieu condition améliorant de beaucoup 
le rendement des cultures. Ce dernier fait ressort de l’expé- 


rience suivante : 


Plusieurs ballons contenant 4 litre du milieu 4 la pomme de terre 
(pH = 7,2) furent ensemencés sans addition de phosphates (mélange-tampon). 
Apres deux mois de culture, la croissance était de deux a trois fois moins 
abondante que celle des ballons témoins renfermant un mélange de phosphates 


servant de tampon. 


La pomme de terre elle-méme étant suffisamment riche en 
sels de potassium et en phosphates, pour assurer la nutrition 
proprement dite des bacilles de Koch, la cause de l’affaiblis- 
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sement de la culture doit étre imputée au moindre pouvoir- 
tampon du milieu méme. La comparaison des valeurs du pil 
des cullures avant et aprés la stérilisation accuse une modifica- 
tion prononcée du pH dans le sens de l’acidité ou de l’alcalinilé 
selon la composition du milieu. Aussi croyons-nous qu'il est 
exact de considérer, comme valeur réelle, le pH du milieu 
déterminé avant la stérilisation. Il est possible que la stérilisa- 
tion exerce une action destructive sur les bacilles tuberculeux 
et que les substances libérées modifient la réaction de la cul- 
ture dans tel ou tel sens. 


ACCROISSEMENT DE LA MASSE BACTERIENNE. 


A. Boquet a montré que Ja tuberculine diffuse dans le milieu 
depuis le début de la végétation des bacilles. Etant donné la 
relation étroite entre l’accroissement de Ja masse bacillaire et 
Vactivité tuberculinique du milieu servant a la culture, l’accrois- 
sement de la masse bactérienne acquiert ainsi une importance 
toute particuliére. 

Les résultats de nos essais sont consignés dans le tableau II, 
gui représente les moyennes arithmétiques de plusieurs résul- 
tats. 

Celte méthode d’évaluation de larécolle bactérienne doit étre 
considérée comme la plus juste, car il serait inexact de juger 
de la qualité du milieu en se basant sur la récolte d'un seul 
ballon. 


La récolte était effectuée de la maniére suivanle : 


Les cultures étaient filtrées a travers un papier filtre taré ne contenant 
pas de cendres, et desséchées jusqu’a poids constant. La masse bactérienne 
lavée a Veau distillée en méme temps que le filtre était desséchée a une tem- 
pérature de 80° pendant trois jours jusqu’é poids constant, aprés quoi le 
filtre et la masse bactérienne étaient mis dans un exsiccateur. La pesée se 
faisail le plus rapidement possible pour éviter l’absorpltion de l’humidité. 


Toutes nos recherches ont été effectuées avec un litre de 
milieu, introduit dans une fiole ayant les dimensions pré- 
citées. 

Pour apprécier un milieu quelconque quant & sa fertilité pour 
la culture des bacilles de Koch, le rapport entre la surface 
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libre du milieu et son volume doit entrer en ligne de comple. 
Lowenstein a déja insisté sur ce point. Bouividiv ct Filippenkov 
indiquent que le rapport entre la surface libre du milieu et son 
volume doit étre de 4 : 7. Nous jugeons indispensable d’indi- 


quer ce rapport dans les travaux consacrés A Vappréciation d’un 
milieu nutrilif, 


TasLeau II. 


QUANTITE DE LA MASSE BACTERIENNE 
en grammes 


SE ES ee EE eee eee 


SOUCHE Au bout dun mois Au bout de deux mois 


Bouillon Milieu Bouillon | Milieu 
peptoné |de pomme|} Pourcentage| peptoné |de pomme] Pourcentage 
glycériné | de terre glycériné| de terre 


Do DON wo bo 0 


2°77 OOF DD OR 
lo ote ork som 


AV «Bp» 


IMPORTANCE DES DIVERS CONSTITUANTS 
DU MILIEU DE POMME DE TERRE 
POUR LA CROISSANCE DU BACILLE TUCBERCULEUX. 


Les matiéres azotées de notre milieu sont: l’ammoniaque, 
l'asparagine, ainsi que des acides aminés el polypeptides, prove- 
nant des protéides de la pomme de terre; de plus, on y ajoute 
0,6 p. 100 d’oxalate d’ammonium. 

Notre milieu ne demande pas 4 étre additionné de glucides; 
ceux-ci y sont représentés sous forme de produits d’hydrolyse 
de l’'amidon. 

Avec une teneur en glycérine de 0,5 p. 100, nous obtenons 
54 milligr. 2 de corps bacillaires par 100 cent. cubes, avec 
1 p. 100,530 milligrammes, et avec 2 p. 100,525 milligrammes. 
Ces données nous autorisent & conclure que 0,5 p. 100 ne suf- 
fisent pas, tandis que 2 p. 100 ou plus n’augmentent pas la 
récolte; ainsi, 1 p. 100 est la teneur opiemum. 
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ACTIVITE DE LA TUBERCULINE OBTENUE. 


La tuberculine que nous avons oblenue s'est montrée moins 
toxique que la tuberculine standard; elle ne tue les cobayes qu’a 
la dose de 0 c.c. 5. Nous n’avons pas recherché la cuti-réaction 
sur ces animaux. Etant donné que la toxicité de la tuberculine 
ne correspond pas exactement a ses propriétés réactionnelles, 
nous avons décidé d’éprouver son activité et sa spécificité sur le 
gros bétail. 


I. Dans un « soykhoze » de la région d’Odessa, 30 bovidés furent soumis a 
l’épreuve intradermique avec de la tuberculine préparée a partir du milieu 
a la pomme de terre, sur un coté du cou, et sur l’autre colé avec de 
1’ « Alttuberkulin » de contrdéle, série 29. fournie par la fabrique de produits 
biologiques de Koursk. 

Dans la plupart des cag, notre tuberculine déclenchait une réaction locale, 
dont les dimensions dépassaient celles déterminées par la tuberculine de 
controle. 

Ii. L’épreuve suivante fut effectuée dans un sovkhoze de la région de 
Moscou : 

1° 100 bovidés tuberculeux recurent par voie dermique et en instillation 
conjonclivale, notre tuberculine et, en méme temps, de la tuberculine de 
contréle. Notre tuberculine donna les meilleurs résultats, les réactions 
ophtalmiques et intradermigues étant plus intenses et plus prononcées. 

20 Une série de 100 bovidés sains ne réagirent ni a notre tuberculine, ni 
ala tuberculine de controle 

3° 20 animaux atteints de brucellose furent soumis simultanément a une 
épreuve conjonclivale et dermique avec notre tuberculine et la tuberculine 
de contréle. Aucun ne réagit. 


Le bouillon de pomme de terre seul, concentré au 1/10, ne 
provoque aucune réaction chez les animaux sains et chez les 
animaux tuberculeux. 


CoNncLUSIONS. 


1° Par Phydrolyse ménagée, on réussit A rendre solubles 
presque toutes les matiéres nutritives de la pomme de terre. 

2° Dans le milieu a la pomme de terre que nous préparons, 
nous avons obtenu une combinaison de substances organiques 
et inorganiques, trés favorable a la cullure des bacilles de Koch. 

3° Toutes conditions égales, l’accroissement de la masse des 


bacilles est plus important sur le milieu a la pomme de terre 
que sur le bouillon peptoné glycériné. 
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4° La teneur oplimum en glycérine est moindre pour ce 
milieu que pour les autres milieux nutritifs. 

5° Méme au bout de deux mois de culture, le pH du milieu 
a la pomme de terre, en vertu du pouvoir-tampon des sels 
qu'il contient, reste proche de l’optimum, permettant le déve- 
loppement des bacilles tubereuleux. 

6° Il est nécessaire d’élaborer un standard international de 
ballons de dimensions égales et de méme forme, contenant des 
quantilés de milieu nulritif égales, et de souches déterminées, 
en vue d’unifier la préparation de la tuberculine. 

7° La tuberculine obtenue a partir du milieu ala pomme de 
terre, donne des réactions plus nettes que la tuberculine de 
contréle chez les animaux tuberculeux. Elle ne produit aucune 
réaction dermique chez les bovidés sains. 
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